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1 
 
1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
 
1.1 PREDSTAVITEV PROBLEMATIKE 
 
1.1.1 Ogorčice koreninskih šišk (RKN) 
 
Ogorčice koreninskih šišk (ang. »Root-Knot Nematodes«, RKN) iz rodu Meloidogyne 
(Nematoda, Tylenchida, Meloidogynidae) spadajo med najpomembnejše škodljivce 
rastlin (Sasser, 1977; Trudgill in Blok, 2001; Bebber in sod., 2014). RKN ogrožajo 
pridelavo kmetijskih rastlin in povzročajo veliko gospodarsko škodo, saj ocenjujejo, da 
izgube na letni ravni znašajo 5 % svetovne kmetijske pridelave (Sasser in Carter, 1985). 
Ekonomska škoda zaradi rastlinsko parazitskih ogorčic znaša 110 milijard EUR letno v 
svetovnem merilu (Danchin in sod., 2013). Rod sestavlja približno 100 nazivnih vrst, ki 
so obligatni paraziti skoraj vseh višjih rastlin, vključno s kmetijsko pomembnimi 
rastlinami. Največ škode povzročajo štiri glavne vrste, Meloidogyne incognita (Kofoid 
in White) Chitwood, M. arenaria (Neal) Chitwood, M. javanica (Treub) Chitwood in 
M. hapla Chitwood, ki so svetovno najbolj razširjene. RKN so rastlinski endoparaziti, ki 
imajo razvojni krog sestavljen iz šestih stopenj. Jajčecu sledijo štiri stopnje ličink (J1-
J4). Eksofitno fazo cikla sestavlja prva levitev ličinke, ki poteka v jajčecu, izležene 
ličinke druge stopnje (J2) pa se lahko prosto gibljejo do ustrezne gostiteljske korenine, v 
katero vstopijo tik za rastnim vršičkom (Castagnone-Sereno in sod., 2013). Ličinke v 
korenini s pomočjo izločkov požiralniških žlez sprožijo nastanek več-jedrnih 
»gigantskih« celic. V gigantski celici potekajo celične delitve brez faze citokineze, 
zanje je značilna visoka metabolna aktivnost, povečano število celičnih organelov, 
vključno z večjim številom poliploidnih celičnih jeder. Tvorba gigantskih celic ličinkam 
služi kot prehranjevalno mesto, kar je na koreninah vidno kot zadebelitve – koreninske 
šiške (Berg in sod., 2009). Razvoj in oblika koreninskih šišk se lahko razlikujeta in sta 
odvisna tudi od vrste gostitelja in vrste RKN. V korenini ličinka prestane še tri levitve 
do odrasle živali, samice ali samca. Odrasla samica v primerjavi z ličinkami J2 močno 
nabrekne in postane hruškaste oblike, medtem ko samec ostane nitast. Samec zapusti 
korenino, se prosto giblje ter se za razliko od samice ne prehranjuje. Odrasla samica 
izleže jajčeca v želatinasto gmoto (vrečko), ki se v njaveč primerih pojavi na površju 
korenin., V jajčni vrečki so jajčeca zavarovana pred vplivi okolja, kot je npr. 
izsuševanje. Kljub prisotnosti samcev so različne vrste RKN za razmnoževanje razvile 
različne strategije – od spolnega (amfimiksa), do razmnoževanja brez oploditve jajčne 
celice, kot je obligatna mitotska partenogeneza (Castagnone-Sereno in sod., 2013).  
 
Posledice napada RKN in nastanka koreninskih šišk se kažejo v splošni prizadetosti 
gostiteljskih rastlin, zaradi omejenega privzema in transporta hranil in vode (Abad in 
sod., 2003). Deformacije koreninskega sistema vplivajo na razvoj nadzemnih delov 
rastlin, aktivnost fotosinteze, zmanjšano rast, zmanjšano kakovost in količino pridelka 
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ter venenje rastlin pri hujših namnožitvah RKN (Strajnar in sod., 2012). Prevelike 
razmnožitve RKN so v preteklosti reševali z vzgojo odpornih sort rastlin ter s 
kemičnimi sredstvi – nematicidi, kot je metil bromid. Mnogi kemični nematicidi niso 
več dovoljeni, zaradi zdravstvenih in ekoloških negativnih vplivov. Tudi odpornostni 
geni, ki se že več let uporabljajo za obrambo pred RKN niso trajna rešitev, ker so se 
nekatere populacije ogorčic Meloidogyne spp. že genetsko prilagodile na odpornost oz. 
splošno uporabljene odpornostne faktorje pri gospodarsko pomembnih rastlinah (Fuller 
in sod., 2008; Wesemael in sod., 2011). Veliko vrst RKN lahko razumemo kot nevarne 
invazivne škodljive organizme v kmetijstvu, saj imajo kljub trenutno omejeni pojavnosti 
velik potencial za širjenje zaradi intenzivne svetovne trgovine, sprememb v kmetijskih 
proizvodnji, ki vključujejo zmanjšano uporabo fitofarmacevtskih sredstev, ter zaradi 
podnebnih sprememb. Te vrste RKN večinoma uvrščamo v tropsko skupino 
Meloidogyne spp., ki se razmnožujejo z mitotsko partenogenezo (Castagnone-Sereno in 
Danchin, 2014) in lahko zajedajo širok nabor rastlinskih gostiteljev. Razširjene so na 
obdelovalnih zemljiščih tropskih in subtropskih območij po celem svetu, razširile pa so 
se tudi na območje zmernega podnebnega pasu (CABI, dostopno na: 
http://www.cabi.org/isc). Ker je temperatura najpomembnejši dejavnik razvoja RKN, 
lahko pričakujemo, da bodo višje povprečne letne temperature, ki so posledica 
podnebnih sprememb, v prihodnje še povečale možnosti za širjenje in razmnoževanje 
RKN na obdelovalnih zemljiščih v zmernem pasu (Bebber in sod., 2014).  
 
1.1.2 Identifikacija ogorčic Meloidogyne spp. 
 
Prvi korak ustreznega programa obvladovanja RKN je pravilna identifikacija vrste 
RKN. Za identifikacijo vrst se trenutno uporablja kombinacija več diagnostičnih metod: 
morfološka analiza, morfometrija, določanje obsega gostiteljev, določanje profila 
izoencimov in različnih molekularnih (DNA) označevalcev. Za identifikacijo primerkov 
ogorčic vrste Meloidogyne ethiopica Whitehead s klasično morfologijo je potrebna 
podrobna analiza morfoloških značilnosti samic, samcev in ličink druge razvojne 
stopnje (J2). Vendar pa je zaradi morfološke podobnosti in znotraj vrstne raznolikosti v 
skupini, primerke zelo težko razlikovati od sorodne vrste ogorčic M. inornata Lordello 
in nedavno opisane vrste M. luci (Carneiro in sod., 2014). Vrste iz skupine M. ethiopica 
se razlikujejo v številu kromosomov, vendar le-to znatno variira med primerki: M. 
ethiopica (2n = 36-38 kromosomov, Randig in sod., 2004; 3n = 40-46 kromosomov, 
Mandefro in Dagne, 2000), M. luci (2n = 42-46, Carneiro in sod., 2014) in M. inornata 
(2n = 54-58, Janssen in sod., 2017). Poleg tega so perinealni vzorci samic (spolno-
analni predel) vrste M. ethiopica zelo raznoliki in podobni vrsti M. luci (Carneiro in 
sod., 2014), oziroma karakterizirani kot spremenljivi po tipologiji od vrste M. arenaria 
do tipa »acrita« vrste M. incognita (Golden, 1992). Analiza izoencimskih profilov malat 
dehidrogenaze (MDH) in esteraze (EST) je neizogibna metoda pri identifikaciji, 
oziroma ločevanju vrst rodu Meloidogyne. Pri tej metodi ločimo izoencime posameznih 
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samic po velikosti s pomočjo poliakrilamidne gelske elektroforeze (Esbenshade in 
Triantaphyllou 1985, 1990). Za filogenetske študije ogorčic iz reda Tylenchida in rodu 
Meloidogyne je mogoče uporabiti več molekularnih označevalcev. Primer je sekvenca 
male podenote (18S) ribosomske DNA (SSU-rDNA), ki je dober filogenetski 
označevalec za deblo Nematoda in tudi dober označevalec za družino Tylenchidae. 
Vendar to ne velja za večino vrst tropske skupine RKN, ki med drugimi vključujejo 
skupino M. ethiopica (Holterman in sod., 2006, 2009; Kiewnick in sod., 2014), 
predvsem zaradi velike raznolikosti znotraj vrste. Kljub potrebi po učinkoviti 
diagnostiki je pravilna identifikacija mnogih vrst in populacij ogorčic Meloidogyne spp. 
še vedno zelo težavna. Vzroki za to so v večji sorodnosti vrst (Janssen in sod. 2016), 
hibridnem izvoru tropskih vrst RKN (Lunt in sod. 2014) in s tem povezanimi 
taksonomskimi nejasnostmi (Janssen in sod. 2016; Gerič Stare in sod. 2019). Primer so 
vrste, ki spadajo v zgoraj opisano skupino M. ethiopica: M. ethiopica, M. luci in M. 
inornata in se pojavljajo med drugim na območju Mediterana in tudi v Sloveniji (Širca 
in sod., 2004; Gerič Stare in sod. 2017). Natančno taksonomsko razmerje med vrstami 
ogorčic v tej skupini ni jasno (Gerič Stare in sod. 2019). Znotraj skupine so ugotovili 
tudi virulentne populacije (Aydinli in Mennan, 2019), ki uspešno napadejo tudi sicer 
odporne kultivarje paradižnika z odpornostnim genom Mi-1, zato so opisane 
taksonomske nejasnosti še posebno velik problem. Določanje nukleotidnega zaporedja 
in primerjava celotnih genomov vrst / populacij ogorčic znotraj skupine vrst M. 
ethiopica bi rešilo odprta taksonomska vprašanja; ali so posamezne populacije znotraj 
skupine M. ethiopica ločene vrste ali ne. Na podlagi genomskih informacij bi bilo 
mogoče določiti molekularne označevalce (»DNA barcoding«) za natančno 
razločevanje med vrstami / populacijami, kar je osnova za odredbo primernih 
fitosanitarnih ukrepov. Dodatno lahko primerjava virulentnih in ne-virulentnih populacij 
omogoči razumevanje evolucijskih prilagoditev RKN na ravni genoma in pripomore k 
razvoju učinkovitih in trajnostnih strategij zatiranja. 
 
1.1.3 Daljinsko zaznavanje napada ogorčic koreninskih šišk s hiperspektralnim 
slikanjem 
 
Poleg metod za nedvoumno identifikacijo vrst RKN je pomembno zgodnje odkrivanje 
napada in pojava RKN na določenem območju. Znamenja napada z RKN so 
nespecifična in v začetnih fazah napada očem neopazna. V poznejših fazah so znamenja 
podobna sušnemu stresu in pomanjkanju hranil. Napad z RKN je sicer mogoče 
enostavno določiti z vizualnim pregledom korenin, vendar je tak pristop invaziven, 
nepraktičen za uporabo v intenzivnih nasadih, očem vidne koreninske šiške pa se 
izoblikujejo šele proti koncu prvega razvojnega kroga ogorčic. S tega stališča so 
raziskave neinvazivnih metod za daljinsko zaznavanje napada z RKN nujno potrebne. 
Primer so hiperspektralne kamere, ki lahko posnamejo širok valovni spekter svetlobe 
(npr. 0,4-2,5 µm) in tako lahko posnamejo spremembe v spektralnem odboju svetlobe 
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objekta preden se razvijejo vidna znamenja napada na nadzemnih delih rastline. 
Hiperspektralni detektorji so uporabni tudi v diagnostiki stresa rastlin in napak pridelka 
(Garbulsky in sod. 2011; Huang in sod. 2014) ter zgodnjega zaznavanja rastlinskih 
bolezni (Mahlein in sod. 2012). Z večjo avtomatizacijo procesov v sodobnem 
kmetijstvu (Wang in sod. 2006) je mogoče pričakovati široko uporabo takih senzorjev v 
prihodnosti, tako na prostem kot tudi v zavarovanih prostorih. Primer je zaznavanje 
prisotnosti fitoplazme trsne rumenice (Candidatus Phytoplasma vitis) v vinogradih na 
podlagi analize multispektralnih satelitskih posnetkov (Žibrat in Knapič, 2015). S 
pomočjo hiperspektralnih senzorjev je mogoče zaznati sušni stres rastlin (Sahoo in sod. 
2015), vendar pa bi bilo potrebno za uspešno zaznavanje napada rastlin z RKN ločevati 
med biotičnim ter abiotičnim sušnim stresom, saj napad korenin z RKN privede do suši 
podobnih znamenj na nadzemnih delih prizadetih rastlin. Preizkušanje uporabnosti 
hiperspektralnih kamer za detekcijo napada z RKN je pomembno za obvladovanje 
RKN, na primer za tarčno vzorčenje in tarčno oz. bolj natančno izvedbo ukrepov 
obvladovanja RKN. 
 
Z naraščajočo težnjo po avtomatizaciji kmetijskih praks (Wang in sod., 2006) in 
razvojem koncepta preciznega kmetovanja (Melakeberhan, 2002; Zhang in sod., 2002), 
narašča tudi potreba in uporabnost tehnologij ter aplikacij daljinskega zaznavanja. 
Mednje uvrščamo tehnike za analizo tal, založenosti s hranili, oceno rastlinske biomase 
in določanja plevelov. V skladu z idejo preciznega kmetovanja, je pridobljene podatke 
mogoče uporabiti za tarčno obvladovanje (Lee in sod., 2010). Ena od takšnih tehnologij 
je hiperspektralno slikanje, ki je bilo prvotno razvito za daljinsko zaznavanje Zemlje 
(Goetz in sod., 1985). Predpostavili so, da lahko odboj svetlobe (reflektanca) vegetacije 
v spektru 0,4-2,5 µm vsebuje informacije o koncentracijah rastlinskih pigmentov, listni 
celični strukturi in vsebnosti vlage. Večja spektralna ločljivost in analiza specifičnih 
spektralnih podpisov je omogočila razlikovanje med različnimi rastlinskimi vrstami in 
skupnostmi rastlin. Glede na te rezultate so Goetz in sod. (1985) predpostavili, da bi 
lahko analizo reflektance v različnih območjih spektra uporabili za odkrivanje 
fiziološkega stanja in zdravja rastlin, določanje stresa ter pri oceni količine biomase. 
Hiperspektralne kamere posnamejo slike, ki so poleg prostorske slikovne dimenzije 
sestavljene iz številnih spektralnih ravnin istega objekta pri različnih valovnih dolžinah 
svetlobe. Hiperspektralni posnetek torej tvori tridimenzionalno podatkovno kocko 
(hiperspektralno podatkovno kocko) (Huang in sod., 2014). Hiperspektralne slike so 
tako sestavljene iz vektorskih slikovnih pik (pikslov), ki vsebujejo spektralne 
informacije za obseg valovnih dolžin elektromagnetnega spektra. Navadno sistemi za 
hiperspektralno slikanje vključujejo vidni in bližnje infrardeči (VNIR: 400-1000 nm) ter 
kratkovalovni infrardeči (SWIR: 1000-2500 nm) del spektra (Sankaran in sod., 2010). 
Tehnologija se je od uporabe v geologiji razširila na številna druga področja, kot so 
mikroskopija (Schultz in sod., 2001), klasifikacija materialov (Tatzer in sod., 2005), 
medicinska diagnostika (Lu in Fei, 2014), analiza umetniških del in restavratorstvo 
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zgodovinskih artefaktov (Fischer in Kakoulli, 2006), ter zlasti v aplikacijah kakovosti in 
varnosti prehranskih izdelkov (Kim in sod., 2001; Lorente in sod., 2012; Dale in sod., 
2013; Wu in Sun, 2013). Z analizo reflektance listov v vidnem in infrardečem delu 
spektra lahko pridobimo informacije o rastlinah, kot so vsebnost pigmentov in 
fiziološko stanje (Huang in sod., 2007), zato je mogoče uporabiti hiperspektralno 
slikanje tudi za zgodnje odkrivanje bolezni rastlin. Patogene, ki povzročajo neposredne 
okužbe listov, je mogoče odkriti z večjo natančnostjo (Zhang in sod., 2003; Rumpf in 
sod., 2010; Mahlein in sod., 2012, 2013; Kong in sod., 2014). Vendar pa je ravno 
sposobnost zaznavanja skritih (očem nevidnih) sprememb v fiziologiji rastlin tisti 
aspekt tehnologije hiperspektralnega slikanja, ki je najbolj prikladen za oceno pogosto 
neznačilnih znamenj na nadzemnih delih rastlin, ki jih povzročajo zajedavci korenin, 
kot so različne rastlinsko-parazitske ogorčice (Hillnhütter in sod., 2011, 2012; Bajwa in 
sod., 2017). 
 
Reflektanca rastlin je podvržena zapleteni strukturi rastlinskega tkiva in obliki krošnje, 
zaradi česar je težje razviti tovrstne aplikacije za širšo uporabo (Lee in sod., 2010). Kot 
opisano zgoraj, RKN na koreninah rastlin povzročajo deformacije v obliki koreninskih 
šišk, znamenja napada RKN na nadzemnih delih rastlin pa so nespecifični in podobni 
znamenjem suše ali pomanjkanja hranil. Napad RKN Meloidogyne spp. na rastlinah kot 
je paradižnik (Solanum lycopersicum L.) lahko vpliva na fiziološke parametre rastlin, 
npr. fotosintezo (Strajnar in sod., 2012). Strajnar in sod. (2015) so pokazali potencial 
hiperspektralnega slikanja za odkrivanje napada RKN Meloidogyne spp. Tehnologija je 
v preteklosti že bila uporabljena tudi za odkrivanje napada pesne ogorčice (Heterodera 
schachtii Schmidt) in črne gnilobe (Rhizoctonia solani Kühn) na sladkorni pesi Beta 
vulgaris subsp. vulgaris L. (Hillnhütter in sod., 2011, 2012), odkrivanje padavice in 
napada sojine ogorčice (Heterodera glycines Ichinohe) pri soji (Bajwa in sod., 2017) ter 
odkrivanje prisotnosti ledvičaste ogorčice (Rotylenchulus reniformis Linford in 
Oliveira) na poljih bombaža (Doshi in sod., 2010). Dosedanje študije torej kažejo, da je 
z uporabo hiperspektralnih detektorjev mogoče odkriti specifične (biotske) stresorje, 
vendar je težje razlikovati med različnimi škodljivci, ki na rastlinah povzročajo podobna 
znamenja okužbe. Dodatno je nekatere stresorje, kot npr. vodni stres, mogoče hitreje in 
natančneje zaznati (Wheeler in Kaufman, 2003). Do težav lahko pride tudi pri 
integraciji podatkov iz različnih senzorjev. Struktura in založenost tal s hranili, 
dostopnost vode, temperaturna nihanja in razmerje hranil v rastlinskih tkivih, lahko na 
rastlinah povzročajo podobna znamenja biotskim stresorjem (Lee in sod., 2010). 
Vsakršna aplikacija daljinskega zaznavanja za natančno odkrivanje napada RKN v 
rastlinah bi torej morala omogočati zanesljivo razlikovanje med znamenji abiotskega 
stresa ter biotskim stresom, ki ga povzročajo ogorčice, kar narekuje natančno 
eksperimentalno evaluacijo učinkov posameznih stresorjev na rastline. Tako 
razlikovanje je nujno potrebno za zagotavljanje zanesljivosti aplikacije zaradi velike 
podobnosti znamenj, ki jih povzročata oba stresorja na nadzemnih delih rastlin. 
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1.1.4 Biotični agensi za obvladovanje ogorčic koreninskih šišk 
 
Kemični nematicidi širokega spektra so v svetovnem merilu še vedno glavno sredstvo 
za zatiranje RKN. Toksičnost, negativni učinki na okolje in zdravje ljudi ter na splošno 
večja ozaveščenost potrošnikov so botrovali k prepovedi uporabe ali postopni ukinitvi 
kemičnih nematicidov, kot je metil bromid (Uredba (ES) št. 1107/2009; Geng in sod. 
2016). Razvoj novih strategij zatiranja RKN je zaradi opuščanja uporabe kemičnih 
nematicidov in pojava virulentnih populacij nujno potreben. Biotični agensi 
predstavljajo učinkovito in hkrati okolju prijazno alternativo agrokemičnim pripravkom 
(Wilson in Jackson, 2013). Mnoge kandidatne organizme so do danes raziskovali zaradi 
njihove potencialne uporabe za biotično zatiranje RKN: različne bakterije iz rodov 
Bacillus in Pasteuria, pa tudi glive Pochonia chlamydosporia (Goddard) Zare in Gams, 
Myrothecium verrucaria (Alb. in Schwein.) Ditmar, Purpureocillium lilacinum Thom, 
Trichoderma spp. in Metarhizium spp. (Wilson in Jackson, 2013). Tržno so na voljo 
različni bionematicidi proti RKN, vendar so pripravki na osnovi bakterije Bacillus 
firmus Bredemann in Werner doživeli najširšo komercialno uporabo. Zgled je sev 
bakterije B. firmus I-1582, izoliran iz tal v Izraelu, ki so ga najprej tržili kot pripravek 
BioNem-WP (AgroGreen) in je na tržišču že od zgodnjih 2000-ih (Keren-Zur in sod., 
2000; Giannakou in sod., 2004). Kljub večletni prisotnosti bakterije B. firmus I-1582 na 
tržišču, je o natančnem načinu delovanja bakterij B. firmus na RKN znanega le malo 
(Tian in sod. 2007; Geng in sod., 2016; Valencia in Kotcon, 2016). 
 
1.1.5 Bakterije Bacillus firmus in vpogled v način njihovega delovanja 
 
Bakterije Bacillus firmus (Bacillales; Bacillaceae) so Gram-pozitivne paličaste 
bakterije, ki lahko v neugodnih razmerah sporulirajo v endospore. Bakterija B. firmus je 
kozmopolitska vrsta, ki jih je mogoče izolirati predvsem iz tal, pa tudi iz odpadnih voda 
in morskih sedimentov (Geng in sod., 2014). Bakterije B. firmus je mogoče 
biotehnološko izkoriščati v proizvodnji bioaktivnih spojin, aditivov za živila in krmo ter 
proizvodnjo industrijskih encimov (Sukumaran in sod., 2019). Mnoge seve so 
preizkušali za namene bioremediacije, kot so: proizvodnja encimov iz kmetijsko-
industrijskih odpadkov (Husseiny in sod., 2008); razstrupljanje odpadnih voda težkih 
kovin (Bachate in sod., 2013; Noroozi in sod., 2017); razbarvanje pigmentov v odpadni 
vodi tekstilne industrije (Rathod in Pathak, 2018) in mikrobno ekstrakcijo težke nafte 
(Shibulal in sod., 2018), med drugimi. Znana je uporaba bakterij B. firmus v kmetijstvu 
za obvladovanje napadov rastlinsko-parazitskih ogorčic. Največ se uporablja sev B. 
firmus I-1582, ki je v dosedanjih raziskavah znatno zmanjšal napade različnih vrst RKN 
na paradižniku (S. lycopersicum) ter kumarah (Cucumis sativus L.) v lončnih poskusih, 
rastlinjakih in na polju (Keren-Zur in sod., 2000; Giannakou in sod., 2004; Giannakou 
in sod., 2007; Terefe in sod., 2009; Susič in sod., 2020c). Pokazali so, da delovanje seva 
Susič N. Uporaba naprednih tehnologij za … obvladovanje ogorčic …  (… Nematoda: Meloidogynidae). 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
7 
 
I-1582 povzroči paralizo in smrt ličink M. incognita, ogorčic prevrtanosti rastlinskega 
tkiva (Radopholus similis (Cobb) Thorne) in stebelnih ogorčic Ditylenchus dipsaci 
(Kühn) Filip'ev (Mendoza in sod., 2008) ter zmanjša napade puščičastih ogorčic 
(Belonolaimus longicaudatus Rau) na travah Cynodon spp. (Crow, 2014). Terefe in sod. 
(2012) so izmerili večje donose rastlin inokuliranih z bakterijami B. firmus I-1582, kar 
nakazuje na sposobnost seva I-1582 za pospeševanje rasti rastlin. Pri številnih 
bakterijah Bacillus spp. so opazili učinke pospeševanja rasti rastlin (Goswami in sod., 
2016). V dosedanjih študijah so pokazali, da bakterije B. firmus lahko povzročijo 
biokemične spremembe, ki so pomagale blažiti biotski stres pri jajčevcih (Solanum 
melongena L.) napadenih z rastlinsko-parazitskimi ogorčicami (Abbasi in sod., 2014). 
Sev B. firmus SW5 je ublažil abiotski slani stres pri soji (Glycine max L.) na različne 
načine, vključno s spodbujanjem donosa biomase, sintezo klorofila in povečanim 
privzemom hranil, kakor tudi z vplivanjem na antioksidativne obrambne mehanizme in 
gene, odzivne na stres (El-Esawi in sod., 2018). 
 
Bakterije B. firmus lahko delujejo posredno ali neposredno antagonistično tako, da 
ovirajo normalno rast in razvoj RKN. Posredni antagonizem deluje prek krepitve 
obrambnih mehanizmov rastlin (Kloepper in sod., 2004) ali sproščanja kemijskih 
repelentov ob razmnoževanju bakterij v rizosferi (Valencia in Kotcon, 2016). Bolj 
znano je neposredno antagonistično delovanje bakterij na RKN, ki vključuje izločanje 
različnih metabolitov, encimov in bakterijskih toksinov. Te snovi lahko zavirajo 
razmnoževanje RKN, izleganje jajčec, preživetje izleženih ličink, možne pa so tudi 
poškodbe ličink zaradi bakterijskih proteinaz, ki razkrajajo kutikulo in / ali notranje 
organe ogorčic (Lian in sod. 2007; Tian in sod. 2007; Geng in sod. 2016). Več in vitro 
preiskav sevov B. firmus nakazuje na neposredno antagonistično delovanje na 
rastlinsko-parazitske ogorčice, vendar ni točno znano, kateri bakterijski metaboliti pri 
tem sodelujejo. Bacillus proteinaze so edini eksperimentalno potrjen virulentni dejavnik 
proti ogorčicam, zato bakterijske proteinaze veljajo za glavni dejavnik virulentnosti pri 
nematicidnih sevih B. firmus (Lian in sod., 2007; Geng in sod., 2016). Vendar pa je 
znano, da lahko bacili proizvajajo različne sekundarne metabolite, kot so molekule 
toksinov, katerih nematicidnega delovanja niso nikoli preučevali. Primer je cereulidu-
podoben emetični toksin, pridobljen iz sevov B. firmus ATCC 14575
T
 in ATCC 8247 
(Taylor in sod., 2005). Preverjanje nematotoksičnih učinkov izraženih sekundarnih 
metabolitov sevov B. firmus bi bilo torej upravičeno, saj obstajajo različni sekundarni 
metaboliti izolirani iz drugih organizmov z znatnim nematotoksičnim učinkovanjem 
(Khalil, 2013). Raziskav na tem področju ni veliko, čeprav lahko potencialno vodijo v 
odkritje novih načinov varstva rastlin pred RKN. Geng in sod. (2014, 2016) so pokazali, 
da je mogoče z bioinformacijsko analizo genomskih sekvenc določiti potencialne 
bakterijske metabolite z nematicidnim delovanjem, kar omogoča nadaljnje 
biotehnološko izkoriščanje tega organizma. Analiza nukleotidnega zaporedja celotnega 
genoma seva B. firmus DS-1 je razkrila nematicidno serinsko proteazo Sep1, ki je 
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sposobna zavirati rast in razvoj modelnih prostoživečih ogorčic (Caenorhabditis 
elegans Maupas) in RKN M. incognita (Geng in sod., 2016). Nadalje so Zheng in sod. 
(2016) uporabili bioinformacijski pristop za analizo zaporedij genomov 120 sevov 
Bacillus spp. z nematicidnim delovanjem proti ogorčici C. elegans, pri katerih so 
ugotovili prisotnost različnih bakterijskih dejavnikov virulence. Naraščanje dostopnosti 
metod sekvenciranja naslednje generacije (NGS) in tako pridobljenih genomskih 
podatkov, je lahko uporabno za dopolnitev manjkajočega znanja o naravi virulence 
bakterij B. firmus proti rastlinsko-parazitskim ogorčicam, kot so RKN. 
Bioinformacijske analize je mogoče uporabiti za oceno možnih virulentnih dejavnikov v 
genomih B. firmus, ter za usmeritev prihodnjih preiskovanj. 
 
1.1.6 Bakterije Bacillus firmus in koncept preciznega kmetijstva 
 
Rizobakterije, ki pospešujejo rast rastlin (PGPR, angl. plant growth-promoting 
rhizobacteria), so bakterije, ki naseljujejo območje korenin rastlin, oziroma njihovo 
rizosfero. Različne vrste bakterij iz rodu Bacillus uvrščamo med PGPR. PGPR 
spodbujajo rast rastlin z neposrednimi in / ali posrednimi mehanizmi. Neposredni 
mehanizmi vključujejo izražanje in / ali presnovo rastlinskih rastnih regulatorjev 
(rastlinskih hormonov) in olajšan vnos hranil v rastlino (primera sta fiksacija 
atmosferskega dušika in raztapljanje fosfatov) s pomočjo PGPR. Posredni mehanizmi 
vključujejo izražanje sideroforov, inhibitorjev patogenov (primeri so encimi, ki 
razgrajujejo celično steno in antibiotiki) ter obrambo gostiteljev s pomočjo induciranja 
sistemske odpornosti (ISR) rastlin (Goswami in sod., 2016). Raznolično delovanje 
nekaterih PGPR – zatiranje škodljivcev in pospeševanje rasti rastlin – je mogoče 
uporabiti v okviru trajnostnih, okolju prijaznih kmetijskih praks (Trdan in sod. 2019). 
Poleg manjše potrebe po kemičnih sredstvih za varstvo rastlin lahko PGPR spodbujajo 
učinkovitejši vnos hranil v rastline, s čimer omogočajo učinkovitejšo uporabo gnojil v 
sistemih kmetijske proizvodnje. Dolgotrajna prekomerna uporaba rudninskih gnojil za 
izboljšanje rodnosti tal pogosto vodi v negativne vplive na okolje med drugim zaradi 
pronicanja nitratov v podtalnico, izpiranja fosfatov v vodotoke in kasnejšo evtrofikacijo 
vodnih ekosistemov, pa tudi sproščanje toplogrednih plinov, tanjšanje ozonske plasti in 
kisli dež (Adesemoye in Kloepper, 2009). PGPR se zato lahko uporabljajo v praksah 
preciznega kmetijstva, katerih namen je optimizacija uporabe semen, gnojil in 
fitofarmacevtskih sredstev, hkrati pa znižanje stroškov in maksimizacija kakovosti 
pridelka ter gospodarskega donosa določenega sistema kmetijske proizvodnje (Reyns in 
sod., 2002; McBratney in sod., 2005). Precizno kmetijstvo se v veliki meri poslužuje 
aplikacij daljinskega zaznavanja, ki omogočajo tarčno, lokalizirano delovanje – bodisi 
tarčno varstvo rastlin, bodisi tarčno dognojevanje itd. Med uporabne aplikacije sodi 
hiperspektralno slikanje z zajemom spektralnih podatkov v vidnem in bližnjem 
infrardečem ter kratkovalovnem infrardečem delu spektra (Sankaran in sod., 2010), kar 
omogoča prostorsko in spektralno razčlenitev informacij o subjektu na slikah (Huang in 
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sod., 2014). Hiperspektralno slikanje je mogoče uporabiti za razločevanje različnih 
rastlinskih stresorjev, ki spremenijo biokemično sestavo listnega tkiva, kar omogoča 
neinvazivno rastlinsko fenotipiziracijo (Brugger in sod., 2019). Notranja struktura listov 
in sestava pigmentov (klorofili in karoteni) ter njihova prostorska porazdelitev se 
razlikujejo glede na stresor in lahko povzročijo različne spektralne podpise rastlin 
podvrženih različnim tipom stresa. Princip so pokazali pri določanju bolezni listov 
(Zhao in sod., 2016), s hiperspektralnim slikanjem pa so določali tudi posredne vplive 
PGPR na rastline, kot v primeru razločevanja ozimne pšenice (Triticum aestivum L.), ki 
je uspevala na mikrobiotično bogatejših oziroma revnejših tleh (Carvalho in sod., 2016). 
PGPR lahko olajšajo privzem hranil v rastline in izboljšajo biokemično sestavo listov, 
kar je mogoče ovrednotiti z metodami daljinskega zaznavanja (Elsayed in sod., 2017). 
 
1.2 CILJI IN HIPOTEZE 
 
Širši cilj dela v sklopu doktorske disertacije je bil testirati uporabo naprednih tehnologij 
v kmetijstvu za zagotavljanje celostnega pristopa k obvladovanju ogorčic koreninskih 
šišk na nivojih detekcije, identifikacije in varstva rastlin. S sekvenciranjem genomov 
izbranih vrst in populacij ogorčic iz skupine M. ethiopica in pravilne taksonomske 
uvrstitve, bo mogoče prispevati k razumevanju evolucije tovrstnih rastlinskih 
škodljivcev, mogoč bo tudi razvoj zanesljivih diagnostičnih metod ter ustreznih 
fitosanitarnih ukrepov. Vrsti M. ethiopica in M. luci sta od leta 2011 oziroma 2017 
vključeni na opozorilni seznam škodljivih organizmov pri Evropski in Mediteranski 
organizaciji za varstvo rastlin (EPPO). Cilj je bil pridobiti dovolj genetskih podatkov, 
na podlagi katerih bo mogoče vrsto M. luci pravilno filogenetsko klasificirati v skupino 
tropskih vrst Meloidogyne spp. Pravilna klasifikacija je bistvena za nadaljnje uvrščanje 
na nacionalne in mednarodne sezname škodljivih organizmov v kmetijstvu, za katere je 
predvidena odredba fitosanitarnih ukrepov. V preteklosti so bile objavljene najdbe M. 
ethiopica v različnih evropskih državah, vendar se je izkazalo, da je potrebna 
reklasifikacija vseh teh populacij v vrsto M. luci (Gerič Stare in sod., 2017). Pridobljeni 
genomski podatki lahko služijo kot temelj za osnovanje nadaljnjih študij za 
razumevanje mehanizmov, ki privedejo do nastanka virulentnih populacij, ki se 
razmnožujejo na odpornih sortah paradižnika z Mi-1 odpornostnim genom, kar bo lahko 
pripomoglo k načrtovanju bolj trajnostne odpornosti proti RKN. Uporaba 
hiperspektralnega slikanja in določanje značilnih spektralnih podpisov rastlin, 
napadenih z RKN, predstavlja prvi zgled uporabe te tehnologije za zanesljivo daljinsko 
zaznavanje napada rastlin z RKN. Možnost daljinskega zaznavanja je pomembna 
predvsem z vidika hitrejšega odziva na pojav škodljivca in za tarčno aplikacijo biotičnih 
ali kemičnih agensov. Končno je bil cilj poskusov z bakterijami B. firmus ovrednotiti 
uporabnost teh bakterij v smislu zagotavljanja zdravja rastlin. Informacija o 
učinkovitosti v Sloveniji nedavno registriranega (od 18.5.2020) biotičnega pripravka na 
osnovi bakterij B. firmus bo za slovenske pridelovalce izrednega pomena. Dodatno je 
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bil cilj sekvenciranja in analize genomov bakterij B. firmus pridobiti vpogled v nabor in 
lastnosti možnih ekstracelularnih metabolitov pri bakterijah B. firmus, kar je pomembno 
za dopolniltev sicer pomanjkljivega znanja o delovanju teh bakterij. Te informacije 
lahko na dolgi rok vodijo v odkritje novih načinov varstva rastlin pred RKN. 
 
Doktorska disertacija je vključevala naslednje štiri hipoteze: 
 
Hipoteza 1: Predpostavljamo, da se populacije opisane kot vrsti M. ethiopica in M. luci 
na genomskem nivoju ne razlikujeta dovolj, da bi bilo upravičeno ločevanje na 
posamezni vrsti. Opisani vrsti sta namreč izredno podobni na morfološkem nivoju in v 
profilu izoencimov, imata enak nabor gostiteljskih rastlin, prav tako pa s preizkušenimi 
molekularnimi označevalci ni moč nedvoumno ločiti vseh populacij (Janssen in sod., 
2016; Gerič Stare in sod., 2017, 2019). S primerjalno genomiko izbranih vrst in 
populacij iz skupine M. ethiopica bomo lahko pravilno taksonomsko uvrstili te 
populacije in vrste. 
 
Hipoteza 2: Predpostavljamo, da se virulentne ter nevirulentne populacije iz skupine M. 
ethiopica razlikujejo na genomskem nivoju. Pri M. incognita so pokazali korelacijo med 
prisotnostjo genov iz družine map-1 in virulenco populacij (Castagnone-Sereno in sod., 
2009). Pri populacijah iz skupine M. ethiopica te korelacije niso ugotovili (Gerič Stare 
in sod., 2019). S primerjavo celotnih genomskih zaporedij virulentnih ter nevirulentnih 
populacij iz skupine M. ethiopica bomo določili genomske regije, kjer se populaciji 
razlikujeta in sklepali o mehanizmu zloma odpornostnega gena Mi-1 pri paradižniku. 
 
Hipoteza 3: Predpostavljamo, da bomo z uporabo hiperspektralnega slikanja lahko 
določili napad rastlin z RKN in ga ločili od abiotičnega sušnega stresa že v zgodnjih 
fazah napada. Pokazali so že, da analiza hiperspektra lahko odkrije rastline v začetnih 
stadijih suše (Sahoo in sod., 2015), ki je sicer nespecifičen znak okužbe korenin z RKN. 
Napad RKN sproži kompleksen odziv celotne rastline, ki pa se na molekularni ravni 
razlikuje od odziva rastlin na navadno sušo (Atkinson in sod., 2013; Atkinson in Urwin, 
2012), zato sklepamo, da bodo tovrstne spremembe opazne tudi v obliki specifičnih 
spektralnih podpisov rastlin. 
 
Hipoteza 4: Predpostavljamo, da so razlike v sposobnosti različnih sevov bakterije B. 
firmus na inhibicijo izleganja ogorčic Meloidogyne spp. (Susič in sod., 2016) posledica 
zmožnosti tvorbe različnih ekstracelularnih metabolitov. Da so aktivne učinkovine 
lahko različne biokemijske snovi namreč nakazujejo raziskave pri drugih sevih B. 
firmus (Geng in sod., 2016; Xiong in sod., 2015). Razlike smo pokazali v in vitro testih, 
ovrednotili pa bomo tudi učinkovitost slovenskih in komercialnega seva proti 
ogorčicam Meloidogyne luci v lončnih razmerah in na mikro-parcelah. S primerjavo 
genomov slovenskega in komercialnega izolata bakterij B. firmus bomo iskali razlike v 
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naborih genov pri posameznem izolatu, ki bi lahko kodirali potencialne molekulske 
antagoniste proti RKN.  
Susič N. Uporaba naprednih tehnologij za … obvladovanje ogorčic …  (… Nematoda: Meloidogynidae). 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
12 
 
2 ZNANSTVENA DELA 
 
2.1 OBJAVLJENA ZNANSTVENA DELA 
 
2.1.1 Dokumentirane populacije Meloidogyne ethiopica v Evropi identificirane 
kot Meloidogyne luci 
 
Gerič Stare B., Strajnar P., Susič N., Urek G., Širca S. 2017. Reported populations of 
Meloidogyne ethiopica in Europe identified as Meloidogyne luci. Plant Disease, 101: 
1627-1632, doi: 10.1094/PDIS-02-17-0220-RE 
 
Skupina tropskih ogorčic koreninskih šišk (RKN) vključno z vrstama Meloidogyne 
ethiopica in M. luci je skupina izredno polifagnih kmetijskih škodljivcev, ki povzroča 
velike izgube pridelka. Vrsta M. ethiopica je bila najdena v različnih evropskih državah 
(Slovenija, Italija, Grčija), kot tudi v Turčiji. Opis nove sestrske vrste M. luci je zahteval 
reklasifikacijo vseh dokumentiranih evropskih in turških populacij M. ethiopica, kot M. 
luci, kar smo naredili v opisanem članku. Omenjeni vrsti lahko natančno identificiramo 
z analizo esteraznih izoencimskih profilov, saj je le-ta je najbolj značilen razlikovalni 
znak med sorodnima, zelo podobnima vrstama. Obe vrsti imata esterazni profil treh 
prog, pri katerem je zgornja proga nekoliko različne dolžine med vrstama. Dodatno je 
opravljena molekularna karakterizacija populacij M. ethiopica in M. luci razkrila, da 
regije ITS, SSU in LSU v rDNA niso primerni označevalci (markerji) za študije 
medvrstnih odnosov znotraj skupine tropskih RKN. Nasprotno pa se je regija 
COII/lRNA na mtDNA izkazala kot koristna za analize filogenetskih razmerij teh zelo 
sorodnih vrst/populacij. Mitohondrijske sekvence z nizko stopnjo heteroplazmije 
zberejo vse preučevane populacije M. luci v enoten monofiletski skupek/klad, ki jasno 
loči to nedavno opisano vrsto od M. ethiopica. V članku smo z opisanimi analizami 
potrdili bližnje sorodstvo vrst M. ethiopica in M. luci. 
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2.1.2 Dokumentiranje nove lokacije tropske ogorčice koreninskih šišk vrste 
Meloidogyne luci v Sloveniji 
 
Gerič Stare B., Strajnar P., Širca S., Susič N., Urek G. 2018. Record of a new location 
for tropical root knot nematode Meloidogyne luci in Slovenia. Bulletin OEPP, 48: 135-
137 
 
Rastlinsko parazitska ogorčica Meloidogyne ethiopica je bila dokumentirana v več 
evropskih državah, vključno s Slovenijo, kjer je bila prvič najdena leta 2003. Vendar pa 
je opis nove sestrske vrste Meloidogyne luci leta 2014 zahteval reklasifikacijo vseh do 
takrat dokumentiranih evropskih in turških populacij M. ethiopica kot M. luci. Obe vrsti 
imata širok nabor gostiteljskih rastlin, tako eno- kot dvokaličnic. Sta škodljivca 
pomembnih kmetijskih rastlin, kot so koruza, krompir in razne vrste zelenjadnic in 
predstavljata resno grožnjo kmetijski pridelavi rastlin tako v rastlinjakih kot na njivah v 
številnih državah EPPO (Eureopean Plant Protection Organisation) regije. V članku smo 
dokumentirali novo najdbo M. luci v Sloveniji v letu 2015. Prvič je bila vrsta M. luci 
(takrat sicer opisana kot M. ethiopica) v Sloveniji najdena leta 2003 v rastlinjaku v vasi 
Dornberk. To je bila tudi prva najdba te vrste v Evropi. Vse napadene rastline so bile 
uničene, ogorčice pa so bile uspešno izkoreninjene. Med sistematičnim nadzorom 
ogorčic koreninskih šišk v Sloveniji smo leta 2015 v Šmartnem pri Ljubljani našli 
paradižnike, ki so kazali znake propadanja, kloroze listov ter velike koreninske šiške na 
koreninah. Več kot 80 % rastlin v rastlinjaku je bilo napadenih. Iz korenin smo izolirali 
30 samic ogorčic koreninskih šišk in jih na podlagi izoencimskih profilov malat 
dehidrogenaze in esteraze identificirali kot M. luci. Nadalje smo eno jajčno vrečko 
uporabili za ekstrakcijo DNA in pomnožili, klonirali ter sekvencirali mtDNA regijo od 
gena za citokrom oksidazo podenota II do gena za 16S rRNA. Filogenetska analiza te 
mtDNA sekvence (akcesijski številki: LT837518 in LT837519) je potrdila vrstno 
identifikacijo kot M. luci. Nova lokacija M. luci v Sloveniji se nahaja približno 100 km 
stran od lokacije, kjer je bil škodljivec najden l. 2003. Odrejeni so bili strogi 
fitosanitarni ukrepi za izkoreninjenje, vključno z uporabo dazometa, napadene rastline 
so bile uničene, dovoljeno je gojiti le negostiteljske oz. slabe gostiteljske rastline in 
paradižnike z Mi odpornostnim genom proti ogorčicam korenskih šišk. V članku smo 
izpostavili veliko grožnjo, ki jo M. luci predstavlja za kmetijsko pridelavo rastlin v 
prihodnje. Ta polifagna vrsta je namreč lahko ali pa se bo lahko razširila na večjih 
pridelovalnih zemljiščih v Sloveniji in možno tudi v drugih mediteranskih državah. 
Predhodno so namreč pokazali, da lahko M. luci preživi zimske razmere na njivi in ne 
samo v rastlinjakih tako v kontinentalnih kot submediteranskih klimatskih razmerah 
(Strajnar in sod., 2011). Zato avtorji predvidevamo, da bodo lahko klimatske 
spremembe in višje povprečne temperature lahko vodile v večjo razširjenost in tudi 
večjo škodo zaradi tega škodljivca. V mnoge kultivarje paradižnika je bil vnesen Mi gen 
za odpornost proti RKN M. incognita, M. javanica and M. arenaria, dokazano pa je 
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učinkovit tudi proti M. luci. Vendar pa so se nedavno pojavile virulentne populacije M. 
luci, ki se lahko razmnožujejo tudi na rastlinah paradižnika z odpornostnim Mi genom, 
kar grožnjo, da bo M. luci lahko postala resen problem, samo še povečuje. 
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2.1.3 Nukleotidno zaporedje genoma ogorčic koreninskih šišk Meloidogyne luci 
 
Susič N., Koutsovoulos G. D., Riccio C., Danchin E. G. J., Blaxter M. L., Lunt D. H., 
Strajnar P., Širca S., Urek G., Gerič Stare B. 2020. Genome sequence of the root-knot 
nematode Meloidogyne luci. Journal of Nematology, 52: e2020-25, doi: 
10.21307/jofnem-2020-025: 5 str. 
 
V članku smo opisali de novo sestavljen genom ogorčice koreninskih šišk (RKN) M. 
luci. RKN iz rodu Meloidogyne so polifagni rastlinski endoparaziti in široko razširjeni 
škodljivci v kmetijstvu. V članku smo opisali sestavljanje kvalitetne genomske 
sekvence populacije RKN M. luci SI-Smartno V13. Zložen genom RKN M. luci SI-
Smartno V13 ima končno dolžino 209,2 Mb. V preteklosti de novo zloženi genomi 
tropskih vrst RKN so bili povečini zloženi iz kratkih odčitkov zaporedij naslednje 
generacije sekvenciranja, kar je močno omejevalo popolnost zloženih genomskih 
zaporedij. Z uporabo sekvenciranja posamezne molekule DNA v realnem času (SMRT) 
pri sekvenciranju genoma RKN M. arenaria so pridobili bistven daljše kontige 
zloženega genoma, zaradi izredno dolgih odčitkov zaporedij, ki jih je mogoče pridobiti s 
to tehnologijo. V projektu sekvenciranja genoma RKN M. luci SI-Smartno V13 smo 
uporabili tehnologijo sekvenciranja SMRT z dolgimi odčitki zaporedij (Pacific 
Biosciences Sequel) in tehnologijo NGS s kratkimi odčitki zaporedij (Illumina 
HiSeqX), da smo pridobili čimbolj popolno zložen genom. Populacijo RKN M. luci SI-
Smartno smo izolirali iz korenin paradižnika v rastlinjaku, namenjenemu tržni 
proizvodnji v Šmartnem v Sloveniji. Linijo V13 iz omenjenega izolata smo namnožili iz 
potomstva posamezne samice in jo razmnoževali na paradižniku (Solanum lycopersicum 
‘Val’). Jajčeca RKN smo pridobili z ekstrakcijo s hipokloritom ter jih očistili s flotacijo 
v raztopini saharoze. Celokupno genomsko DNA (gDNA) smo iz jajčec pridobili z 
ekstrakcijo s pomočjo metode s fenol-kloroformom. Sekvenciranje celotnega genoma 
(WGS) smo izvedli na platformi HiSeqX, kjer smo s postopkom sekvenciranja iz obeh 
strani (paired-end) pridobili 206.071.630 odčitkov zaporedij (30.9 Gb). Odčitki 
zaporedij so bili dolgi 150 bp s s povprečno  dolžino izdelane knjižnice 350 bp. S 
sekvenciranjem na platformi Sequel smo pridobili 3.617.847 dolgih odčitkov zaporedij 
(42.4 Gb). Po zlaganju genoma RKN M. luci SI-Smartno V13 smo dobili 327 kontigov 
pri N50 dolžini kontigov 1.711.905 bp, najkrajši dolžini kontiga 10.147 bp in končni 
dolžini zloženega zaporedja 209,16 Mb. Ploidnost genoma smo ocenili s štetjem k-mer 
(k = 21) iz podatkov kratkih odčitkov zaporedij. Genom ustreza triploidnemu 
genomskemu modelu (AAB). Zložen genom je glede na število kontigov in statistiko 
N50 najpopolnejši javno dostopen genom RKN iz rodu Meloidogyne do danes ter glede 
na analizo BUSCO vsebuje 88,1 % univerzalnih ortologov v enojni kopiji (n = 303) iz 
seta 'eukaryota_odb9'. Zložen genom RKN M. luci SI-Smartno V13 tako predstavlja 
kvaliteten referenčni genom za nadaljnje filogenetske študije umestitve skupine MEG v 
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klad I, študije genetskih sprememb, ki vodijo v pojav virulence RKN in študije 
evolucijske zgodovine ogorčic koreninskih šišk. 
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2.1.4 Razločevanje med abiotskim in biotskim sušnim stresom pri paradižniku z 
uporabo hiperspektralnega slikanja 
 
Susič N., Žibrat U., Širca S., Strajnar P., Razinger J., Knapič M., Vončina A., Urek G., 
Gerič Stare B. 2018. Discrimination between abiotic and biotic drought stress in 
tomatoes using hyperspectral imaging. Sensors and Actuators B: Chemical, 273: 842-
852 
 
V članku smo opisali uporabo hiperspektralnega slikanja za razločevanje med biotskim 
in abiotskim sušnim stresom pri rastlinah paradižnika. Poljščine so izpostavljene 
različnim biotskim in abiotskim dejavnikom stresa. Napad ogorčic koreninskih šišk 
(RKN) za rastline predstavlja biotski stres, medtem ko je suša (kot posledica 
pomanjkanja vode) zgled abiotskega stresa. Oba stresna dejavnika vodita v podobna 
bolezenska znamenja na nadzemnih delih rastlin, zato smo preizkušali uporabnost 
hiperspektralnega slikanja za zgodnje razločevanje biotskega stresa (napad RKN) od 
abiotskega stresa (suša) pri rastlinah paradižnika. Rastline v študiji smo izpostavili 
različnim režimom zalivanja ter nivojem napada RKN ter v časovni vrsti zajeli 
hiperspektralne posnetke v svetlobnem spektru 400-2500 nm. Slike smo analizirali s 
kombinacijo diskriminantne analize z metodo delnih najmanjših kvadratov (PLS-DA) in 
kombinacijo metode delnih najmanjših kvadratov z metodo podpornih vektorjev (PLS-
SVM). Z uporabo PLS-SVM je bilo mogoče razlikovati med dobro zalitimi ter sušnimi 
rastlinami s 100 % natančnostjo, z 90-100 % natančnostjo pa je bilo mogoče razlikovati 
med rastlinami z in brez ogorčic. Z združevanjem podatkov glede na čas slikanja smo 
povečali natančnost klasifikacije. Za razlikovanje med rastlinami napadenimi z 
ogorčicami in rastlinami brez ogorčic, kot tudi obsegom napada, so največ pripomogle 
regije svetlobnega spektra v kratkovalovnem infrardečem delu, povezane z O–H in C–H 
molekulskimi vezmi. Pokazali smo zmožnost hiperspektralnega slikanja za določanje in 
razlikovanje med biotskim ter abiotskim stresom rastlin. Metoda je omogočila 
razločevanje rastlin z visoko zanesljivostjo že v začetnih fazah napada RKN, ki se je 
dodatno izboljšala s časom trajanja napada. Meritve fiziologije rastlin kot sta hitrost 
fotosinteze in fluorescenca klorofila a ob zaključenem prvem razvojnem ciklu RKN, sta 
omogočili razlikovanje med dobro zalitimi rastlinami ter rastlinami v suši, ni pa bilo 
mogoče razlikovati med rastlinami z RKN in rastlinami brez RKN na podlagi meritev 
fizioloških parametrov. Enako zvezo smo opazili pri merjenju parametrov morfologije 
rastlin, kot so suha masa krošnje, višina in celokupna listna površina. Izmerili smo 
statistično značilne razlike v celokupni listni površini ter suhi masi nadzemnega dela 
ratlin med rastlinami brez RKN in močno napadenimi rastlinami, vendar rastlin, ki so 
bile izpostavljene nizkemu inokulumu RKN ni bilo mogoče razlikovati. Glede na naše 
poznavanje predstavlja študija opisana v članku prvi zgled uporabe hiperspektralnega 
slikanja za namen natančnega razločevanja med abiotskim stresom, ki je posledica suše, 
ter biotskim stresom, ki je posledica napada RKN pri rastlinah paradižnika.  
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2.1.5 Protokol za slikanje, ekstrakcijo, predobdelavo in obdelavo časovnih vrst 
hiperspektralnih podatkov za razločevanje izvora sušnega stresa pri 
paradižnikih 
 
Žibrat U., Susič N., Knapič M., Širca S., Strajnar P., Razinger J., Vončina A., Urek G., 
Gerič Stare B. 2019. Pipeline for imaging, extraction, pre-processing, and processing of 
time-series hyperspectral data for discriminating drought stress origin in tomatoes. 
MethodsX, 6: 399-408 
 
V članku smo opisali razdelan protokol, ki zajema postopke za slikanje in obdelavo 
hiperspektralnih podatkov v obliki časovnih vrst, prav tako pa njihovo analizo z 
namenom razločevanja izvora sušnega stresa pri testiranem paradižniku. Tako napad 
RKN kot tudi pomanjkanje vode, vodita do podobnih vidnih znamenj na nadzemnih 
delih rastlin. Določanje biotičnega ali abiotičnega izvora stresa zatorej predstavlja 
svojevrsten problem in dosedanje zanesljive metode za določanje napada RKN so za 
rastline invazivne in uporabne zgolj za točkovna preverjanja. V študiji, predstavljeni v 
članku, smo testirali uporabnost daljinskega zaznavanja s hiperspektralnim slikanjem za 
zgodnje odkrivanje sušnega stresa ter napada RKN na paradižniku. Za ta namen smo 
postavili štiristopenjski protokol za rokovanje s hiperspektralnimi posnetki in podatki 
pridobljenimi iz le-teh, vključujoč hiperspektralno slikanje, ekstrakcijo podatkov, 
predprocesiranje in procesiranje podatkov. Uporaba protokola je dalje omogočila 
zmanjšanje vpliva atmosferskih motenj, olajšala ekstrakcijo podatkov (ob uporabi v ta 
namen zasnovanih spektralnih knjižnic in postopkov nadzorovane klasifikacije), 
zmanjšala vpliv geometrijskih popačenj, izboljšana je bila tudi izpostavitev manjših 
spektralnih variacij, ki niso bile razvidne v surovih podatkih. S kombinacijo 
diskriminantne analize z metodo delnih najmanjših kvadratov in metodo podpornih 
vektorjev ter analizo časovnih vrst podatkov smo dosegli do 100 % uspeh pri 
klasifikaciji režima zalivanja in napada RKN. Uporaba tovrstnih protokolov omogoča 
vsaj delno avtomatizacijo procesov identifikacije izvorov stresa v rastlinah. Postopek, 
predstavljen v članku, je mogoče v prihodnje uporabiti tudi za hiperspektralno podprto 
fenotipizacijo rastlin, ki se vedno več uporablja v programih žlahtnjenja. 
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2.1.6 Neinvazivno zaznavanje rastlinsko-parazitskih ogorčic z uporabo 
hiperspektralnega slikanja ter drugih sistemov daljinskega zaznavanja 
 
Žibrat U., Širca S., Susič N., Knapič M., Gerič Stare B., Urek G. 2020. Noninvasive 
detection of plant parasitic nematodes using hyperspectral and other remote sensing 
systems. V: Hyperspectral remote sensing: theory and applications, 1
st
 ed. Pandey P. C., 
Srivastava P. K., Balzter H., Bhattacharya B., Petropoulos G. P. (ur.). Oxford, Elsevier: 
357-375 
 
Izjavljam, da je verzija v doktoratu identična s sprejeto verzijo. 
 
V poglavju v knjigi smo predstavili pregled metod in sistemov na področju daljinskega 
zaznavanja za namen neinvazivne detekcije rastlinsko-parazitskih ogorčic s poudarkom 
na pristopih hiperspektralnega slikanja. Znanih je več kot 4100 vrst ogorčic, ki so 
rastlinski paraziti, vendar pa le manjši delež povzroča večjo ekonomsko škodo v 
kmetijstvu, ta pa je ocenjena na 157 milijard USD letno. Večina škode gre na račun 
napadov cistotvornih ogorčic iz rodov Globodera in Heterodera, ter ogorčic 
koreninskih šišk iz rodu Meloidogyne. Podobno, borova ogorčica (Bursaphelenchus 
xylophilus) povzroča resno škodo v gozdarstvu. Tradicionalno vizualno določanje 
napada ogorčic sloni na poznavanju karakterističnih znamenj napada in zavisi od 
strokovnega znanja preiskovalca ter je zaradi tega lahko pristransko. Metode 
daljinskega zaznavanja lahko uporabimo kot alternativni pristop za natančno določanje 
rastlin napadenih z ogorčicami, saj izničimo nekatere pomanjkljivosti vizualne 
detekcije, kot sta potreba po pregledovanju vsake rastline posebej ter izruvanje rastlin 
pred pregledom. Spektralni posnetki omogočajo koriščenje spektralnih informacij zunaj 
vidnega dela spektra svetlobe, kjer se mnogokrat izrazijo očem nevidne pred-
simptomatske spremembe. Zgodovina raziskav daljinskega zaznavanja napada ogorčic 
sega v šestdeseta leta 20. stoletja. Do sedaj je bila zbrana velika količina podatkov iz 
različnih senzorjev, platform in analitičnih metod. V poglavju v knjigi smo identificirali 
nekatera področja raziskovanja, kjer bo v prihodnje potrebno dodatno znanstveno 
udejstvovanje, preden lahko daljinsko zaznavanje postane široko uporabljena metoda za 
neinvazivno zaznavanje rastlinsko-parazitskih ogorčic. 
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2.1.7 Določitev nukleotidnega zaporedja celotnih genomov in primerjalna 
genomika dveh nematicidnih bakterijskih sevov iz rodu Bacillus sta 
razkrila širok nabor možnih virulentnih dejavnikov 
 
Susič N., Janežič S., Rupnik M., Gerič Stare B. 2020. Whole genome sequencing and 
comparative genomics of two nematicidal Bacillus strains reveals a wide range of 
possible virulence factors. G3: Genes, Genomes, Genetics, 10: 881-890 
 
V članku smo opisali rezultate projekta sekvenciranja genomov dveh nematicidnih 
sevov bakterij iz rodu Bacillus in študije primerjalne genomike. Nematicidni sevi 
bakterije Bacillus firmus so uporabni za zatiranje rastlinsko-parazitskih ogorčic v 
kmetijski proizvodnji. Primarni virulentni dejavniki nematicidnih B. firmus se zdijo 
različni encimi proteaze, ki lahko razkrajajo kutikulo in druge organe nematod. Iz 
pridobljenih odčitkov zaporedij DNA smo zložili in primerjali zaporedja genomov dveh 
nematicidnih sevov. S pomočjo primerjalne genomike smo odkrili širok nabor možnih 
virulentnih dejavnikov, tako pri sevu B. firmus iz komercialno dostopnega 
bionematicida, kot tudi pri divjem izolatu bakterije Bacillus sp., ki je izkazal 
nematicidno aktivnost. V zloženem 4,6 Mb genomu bakterij B. firmus I-1582 smo našli 
18 homologov genov nematodam-virulentnih proteinaz in 28 biosinteznih genskih 
skupin sekundarnih metabolitov, medtem ko smo v 5.3 Mb zloženem genomu Bacillus 
sp. ZZV12-4809 našli 19 homologov genov virulentnih proteaz, 2 homologa genov 
virulentnih encimov hitinaz in 36 biosinteznih genskih skupin sekundarnih metabolitov. 
Oba homologa genov hitinaz sta vsebovala hitinazno domeno GH18, ki je potrebna za 
hidrolizo hitina in razgradnjo hitinskih struktur jajčec nematod, kar lahko pripomore k 
večji smrtnosti le-teh. Biosintezne genske skupine, najdene v genomih obeh sevov, bi 
lahko bile vključene v biosintezo mnogih različnih sekundarnih metabolitov, kot so 
antibiotiki, bakteriocini, lantipeptidi, toksini in siderofori. Bioaktivnost in 
nematotoksičnost teh možnih sekundarnih metabolitov še nista bili eksperimentalno 
ovrednoteni, vendar pa smo v rezultatih študije pokazali na genetsko zmožnost bakterije 
B. firmus in sorodnih vrst za nematicidno aktivnost prek različnih posrednih in 
neposrednih mehanizmov. Dodatno smo pokazali, da je skupina bakterij B. firmus na 
podlagi 16S rDNA homogena, vendar pa smo z analizo povprečne nukleotidne 
identičnosti (ANI) genomov dostopnih v GenBank, pokazali na prej nedokumentirano 
raznolikost sevov znotraj skupine B. firmus. Razlike v ANI so bile dovolj značilne, da je 
mogoče sklepati na nepravilno določitev vrst nekaterih akcesij bakterij B. firmus v 
GenBank. Predstavljeni genomski podatki bi lahko bili uporabni v nadaljnjih študijah 
mehanizmov virulence teh bakterij, ekspresije genov ter študijah proteomike in 
metabolomike bakterij B. firmus, ki se vedno pogosteje uporabljajo kot biotični agensi v 
kmetijski pridelavi. 
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2.1.8 Ovrednotenje nematicidne aktivnosti sevov bakterije Bacillus firmus 
 
Susič N., Širca S., Strajnar P., Gerič Stare B. 2019. Assessing the nematicidal activity of 
Bacillus firmus strains. V: Zbornik predavanj in referatov 14. slovenskega posvetovanja 
o varstvu rastlin z mednarodno udeležbo, Maribor, 5. – 6.  marec 2019. Trdan S. (ur.). 
Ljubljana, Društvo za varstvo rastlin Slovenije: 313-320 
 
V članku smo opisali rezultate vrednotenja aktivnosti treh sevov Bacillus spp. proti 
RKN vrst M. incognita in M. luci v in vitro ter lončnih poskusih. RKN iz rodu 
Meloidogyne so najpomembnejša skupina rastlinsko-parazitskih ogorčic, saj zajedajo 
širok spekter gostiteljskih rastlin, med katerimi so mnoge kmetijsko pomembne 
poljščine. Namnožitev RKN na njivi privede do gospodarske škode zaradi zmanjšanja 
ali izpada pridelka. Splošno je mogoče RKN zatirati z različnimi tipi kemičnih 
nematicidov, ki jih povečini uvrščamo med fumigante, karbamate ali organske 
fosforjeve estre. Danes mnogi kemični nematicidi niso več v splošni uporabi zaradi 
visoke toksičnosti za človeka in okolje, zato jih nadomeščajo novejše generacije 
učinkovin kot so fluopiram, sekundarni metaboliti bakterij (avermektini) ter 
bionematocidi na osnovi gliv (Pochonia chlamydosporium, Myrothecium verrucaria, 
Purpureocillium lilacinus, Trichoderma spp., Metarhizium spp.) in bakterij (Pasteuria 
spp., Bacillus spp.). Vrednotenje in vitro aktivnosti treh sevov Bacillus spp. proti RKN 
vrst M. incognita in M. luci je pri obeh vrstah pokazalo primerljivo zmanjšanje števila 
izleženih in motilnih ličink. Opazili smo razlike v delovanju različnih sevov B. firmus in 
sicer se je kot najbolj učinkovit izmed treh testiranih izkazal sev Bacillus sp. ZZV12-
4809 izoliran iz vrtnih tal. Izleganje jajčec in vitro je bilo do 100 % manjše v primerjavi 
s kontrolo v obravnavanju, kjer smo jajčecem ogorčic dodali bakterijsko kulturo, do 
77,9 % manjše pa ob dodatku spranih bakterijskih celic. V lončnih poskusih smo 
ovrednotili nematicidno učinkovitost dveh sevov Bacillus spp.: Bacillus sp. ZZV12-
4809 ter seva I-1582 izoliranega iz komercialno dostopnega bionematicida (VOTiVO
®
). 
Nematicidno delovanje teh dveh sevov smo primerjali s kontrolami brez tretiranja ter z 
delovanjem kemičnega nematicida (Velum
®
 Prime) oziroma s formulacijo 
bionematicida VOTiVO
®
. V lončnih poskusih smo ob koncu poskusa določili 
reprodukcijski faktor (Rf) RKN M. luci, ki je bil do 62 % manjši pri paradižniku, 
tretiranem z B. firmus v primerjavi z netretirano kontrolo. Vsi testirani sevi Bacillus 
spp. so pokazali nematicidno aktivnost; v in vitro poskusih je bil najbolj učinkovit 
Bacillus sp. ZZV12-4809, v lončnih poskusih pa sev I-1582. Nematicidna aktivnost 
sevov Bacillus spp. je bila v lončnih poskusih manjša kot in vitro, obenem učinkovitost 
delovanja seva I-1582 v lončnih poskusih ni bila enakomerna. Reševanje teh nejasnosti 
bo v prihodnje zahtevalo natančno poznavanje narave nematicidne aktivnosti bakterij B. 
firmus. 
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2.1.9 Od genoma do njive – Opažanje raznolikih nematicidnih in rast 
spodbujajočih učinkov bakterije Bacillus firmus I-1582 pri paradižniku z 
uporabo hiperspektralnega daljinskega zaznavanja 
 
Susič N., Žibrat U., Sinkovič L., Vončina A., Razinger J., Knapič M., Sedlar A., Širca 
S., Gerič Stare B. 2020. From genome to field – observation of the multimodal 
nematicidal and plant growth promoting effects of Bacillus firmus I-1582 on tomatoes 
using hyperspectral remote sensing. Plants, 9: 592, doi: 10.3390/plants9050592: 27 str. 
 
V članku smo opisali raznoliko delovanje bakterije Bacillus firmus I-1582 na 
paradižnik, napaden z RKN; tako nematicidne kot učinke spodbujanja rasti rastlin. 
Kemični nematicidi so primarni način varstva pred RKN, vendar pa so nekatere od teh 
spojin nesprejemljivo ekotoksične in zato niso več v široki uporabi. V razvoju so nove 
strategije obvladovanja, vključujoč biotično varstvo rastlin. Ovrednotili smo 
nematicidno aktivnost bakterije B. firmus I-1582 v lončnem poskusu in poskusu na 
mikroparcelah proti RKN Meloidogyne luci. V lončnem poskusu je sev I-1582 zmanjšal 
število ogorčic za 51 %, v poskusu na mikroparcelah pa za 53 % v primerjavi z 
netretirano kontrolo. Inokulacija bakterij I-1582 v rizosfero je vodila v sočasno 
nematicidno delovanje ter spodbudila rast rastlin, kar smo pokazali z meritvami 
morfologije rastlin, relativne vsebnosti klorofila, vsebnosti elementov in analizo 
hiperspektralnih posnetkov. S hiperspektralnim slikanjem v območju svetlobnega 
spektra 400-2500 nm ter nadzorovano klasifikacijo z uporabo metode delnih najmanjših 
kvadratov in metode podpornih vektorjev, smo uspešno razlikovali med rastlinami, 
tretiranimi z B. firmus in rastlinami brez bakterij – v lončnem poskusu smo dosegli 97,4 
% uspešnost, na mikroparcelah pa 96,3 %. Za razlikovanje so se kot najpomembnejše 
izkazale območja svetlobnega spektra v vidnem in kratkovalovnem infrardečem delu, ki 
so sicer povezane s klorofilom, in N–H ter C–N vezmi v beljakovinah. Študija je 
pokazala na zmožnost analize hiperspektralnih posnetkov za hitro oceno uspešnosti 
delovanja biotičnih agensov. Nadalje smo opisali primerljivo nematicidno aktivnost 
bakterije B. firmus I-1582 v lončnem poskusu in na mikroparcelah, kot tudi uporabnost 
hiperspektralnega slikanja za spremljanje učinkov inokulacije bakterij I-1582 v 
rizosfero paradižnika ob sočasnem napadu RKN. Pokazali smo, da ima bakterija I-1582 
raznolike učinke; nematicidni učinek na RKN, obenem pa spodbuja rast rastlin. 
Bakterija I-1582 je zmanjšala razmnoževanje ogorčic in pozitivno vplivala na 
morfologijo rastlin ter nekoliko na vsebnost hranil. V študiji nismo določili specifičnega 
mehanizma, ki bi nedvoumno pojasnil razlike v vsebnosti hranil v rastlinskem tkivu 
med obravnavanji, vendar pa smo pokazali, da ima bakterija I-1582 genetsko zmožnost 
za različne mehanizme vnosa hranil. 
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2.1.10 Dokumentiranje nove gostiteljske rastline Senecio vulgaris L. za rastlinsko 
parazitsko ogorčico Meloidogyne luci 
 
Susič N., Širca S., Urek G., Gerič Stare B. 2020. Senecio vulgaris L. recorded as a new 
host plant for the root-knot nematode Meloidogyne luci. Acta agriculturae Slovenica, 
115: 495-497 
 
V članku smo dokumentirali najdbo nove gostiteljske rastline Senecio vulgaris L. za 
rastlinsko parazitsko vrsto M. luci. Ogorčice vrste M. luci so polifagni rastlinski 
paraziti, ki lahko zajedajo številne gostiteljske rastline, do sedaj dokumentirano že prek 
trideset vrtnin in poljščin, kot tudi nekatere okrasne rastline, zelišča in plevele. V 
poskusu učinkovitosti bionematicida VOTiVO
®
, ki je potekal na mikroparcelah 
Kmetijskega inštituta Slovenije na Hacquetovi ulici 17 v Ljubljani v letih 2018 in 2019 
(rezultati opisani v podpoglavju 2.1.9) smo ob koncu rastne dobe 2019 našli več rastlin 
navadnega grinta (S. vulgaris). Na koreninah te plevelne vrste smo opazili tipične znake 
napada z RKN, koreninske šiške. Opravili smo identifikacijo vrste ogorčic in ugotovili 
vrsto M. luci. Pomen te najdbe je v tem, da lahko navadni grint, ki je široko razširjena 
plevelna vrsta, predstavlja rezervoar za RKN M. luci na pridelovalnih zemljiščih. 
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2.2 OSTALO POVEZOVALNO ZNANSTVENO DELO 
 
2.2.1 Filogenetska razmerja med vrstami ogorčic koreninskih šišk (RKN) iz 
skupine vrst M. ethiopica (MEG) 
 
2.2.1.1 Uvod 
 
Skupina tropskih vrst Meloidogyne spp. uvrščena v klad I med drugimi vključuje vrste 
M. arenaria, M. enterolobii, M. incognita, M. javanica, M. floridensis Handoo in sod., 
ki so pomembni škodljivci v kmetijstvu. Te vrste znotraj klada I so v preteklih študijah 
združili v skupino vrst M. incognita (MIG; Lunt in sod., 2014; Szitenberg in sod., 
2017), ki se (kakor je sicer značilno za celoten klad I) razmnožujejo s procesom brez 
oploditve jajčne celice z mitotsko partenogenezo (izjema je vrsta M. floridensis). Te 
vrste parazitirajo širši nabor rastlinskih gostiteljev kot preostale vrste tega rodu, ki se 
razmnožujejo z mejotsko partenogenezo in amfimikso (Castagnone-Sereno in Danchin, 
2014). V klad I spadajo tudi vrste M. ethiopica, M. inornata in M. luci, katere je zaradi 
visoke sorodnosti težko razlikovati in so jih v preteklih študijah združili v skupino vrst 
M. ethiopica (MEG; Gerič Stare in sod., 2019). Izmed teh je M. luci na novo opisana 
vrsta ogorčic (Carneiro in sod., 2014), a dosedanji rezultati potrjujejo visoko 
filogenetsko povezanost med sestrskimi vrstami MEG (Gerič Stare in sod., 2019). Od 
drugih RKN lahko ogorčice M. luci ločimo po značilnostih morfologije, kot so 
perinealni vzorec, morfologija bodala samcev ali samic ter morfologija glave in repa pri 
ličinkah J2 (Carneiro in sod., 2014), vendar pa je sestrske vrste M. luci in M. ethiopica 
na podlagi morfoloških značilnosti zelo težko ločiti in se nekatere vrstno specifične 
značilnosti pokažejo šele z elektronsko mikroskopijo. Primerjalne genomske študije treh 
vrst RKN so potrdile hibridni izvor apomiktičnih RKN (Lunt in sod., 2014), kar botruje 
visoki variabilnosti regij rDNA pri ogorčicah M. luci. Visoka genetska variabilnost 
predstavlja izziv pri opisu nove vrste v skupini tropskih RKN in za razvoj orodij za 
njihovo identifikacijo. Medtem ko se mtDNA v apomiktičnih RKN lahko uporablja za 
identifikacijo vrst (Pagan in sod., 2015; Janssen in sod., 2016), teh zaporedij ni mogoče 
uporabiti za proučevanje evolucije vrst znotraj skupine MEG, saj dosedanje študije 
nakazujejo na zelo zapleteno evolucijo teh vrst (Lunt in sod., 2014; Szitenberg in sod., 
2017). 
 
Koncept biološke vrste definira vrsto kot pripadnike populacij, ki se v naravnih 
razmerah lahko razmnožujejo in imajo plodne potomce, ne glede na navidezno 
podobnost ali različnost (Mayr, 1942, cit. po Adams, 1998). Vendar koncepta biološke 
vrste ni mogoče uporabiti za organizme, ki se ne razmnožujejo spolno. Tak primer je 
tudi skupina tropskih vrst Meloidogyne spp., vključno z vrstami MEG, kjer se večina 
vrst razmnožuje z obligatno mitotsko partenogenezo (Castagnone-Sereno in sod. 2013; 
Castagnone-Sereno in Danchin, 2014). V takih primerih lahko uporabimo koncept vrste 
Susič N. Uporaba naprednih tehnologij za … obvladovanje ogorčic …  (… Nematoda: Meloidogynidae). 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
132 
 
po Linné-ju oziroma tipološki koncept t.i. morfovrste, s katerim razločujemo vrste kot 
skupine organizmov, ki so si splošno najbolj podobni (Mayr, 1963, cit. po Adams, 
1998). Po tem konceptu se vse morfološke značilnosti domnevajo kot osnova za 
razmejitev vrst. Večina taksonomov, ki proučujejo ogorčice, v praksi deluje v okviru 
tipološkega koncepta vrst. Vendar je ta pristop tudi najbolj nagnjen k napakam, 
vključno s precenjevanjem ali podcenjevanjem števila vrst in napačno rekonstrukcijo 
njihovih filogenetskih razmerij. V skladu s tipološkim konceptom vrste je na ravni vrste 
težko določiti, kako različne ali podobne morajo biti populacije, da jih lahko razumemo 
kot vrste (Adams, 1998). Tej dilemi se je mogoče izogniti, če za opredelitev vrste 
uporabimo koncept filogenetske vrste. Koncept filogenetske vrste določa vrste kot 
najmanjše enote, ki odražajo filogenetsko zgodovino, ki jih je mogoče analizirati s 
kladističnimi metodami (Cracraft, 1983, 1989; Nelson in Platnick, 1981; Nixon in 
Wheeler, 1990; Rosen, 1978, 1979; cit. po Adams, 1998). Drugače, vrste so skupina 
organizmov, ki imajo skupne prednike in jih je mogoče ločiti od drugih takih skupin po 
morfoloških, biokemijskih ali molekularnih značilnostih. Kot taka, se razlike v 
zaporedjih nukleotidov molekularnih označevalcev rDNA in mtDNA, v zadnjih letih pa 
tudi zaporedja celotnih genomov, pogosto uporabljajo za določanje genetskih 
podobnosti ali razlik med vrstami. Ker se morfometrične in biokemične značilnosti 
(profili izoencimov), število kromosomov in molekularni označevalci rDNA in mtDNA 
lahko prekrivajo med tropskimi vrstami RKN, se zdi razlikovanje z molekularnimi 
označevalci iz celotnih genomov, dobra osnova za razlikovanje teh partenogenetskih 
vrst in populacij. 
 
De Queiroz (2007) je za premostitev problema vrst predlagal poenoten koncept vrste, ne 
kot nov koncept vrste, marveč stališče, ki zajema vse zgoraj omenjene koncepte vrst (in 
druge, ki v tem sestavku niso navedeni), s katerim je vzet v zakup neprekinjen proces 
speciacije. Poenoteni koncept vrste obravnava obstoj kot ločeno razvijajočo se 
metapopulacijsko linijo kot edino potrebno lastnost vrste, medtem ko so potrebni dokazi 
za razmejevanje rodovniških vrst (operativni kriterij), lahko katera koli od različnih 
pomembnih bioloških lastnosti (npr. intrinzična reproduktivna izolacija, zmožnost 
diagnosticiranja, monofilija, zasedba specifične niše, fenetska razpoznavnost). Te 
različne sekundarne lastnosti se lahko pojavijo v različnih obdobjih med procesom 
speciacije. Torej lahko pri vrstah v postopku speciacije, razmejitev vrst temelji na 
različnih lastnostih (operativni kriterij), poudarjenih v različnih konceptih vrste. 
 
2.2.1.2 Material in metode 
 
Za namene sekvenciranja genomov izbranih vrst / populacij RKN iz skupine MEG 
(Preglednica 1) smo vsako populacijo najprej vzgojili iz posameznih jajčnih vrečk in 
tako pridobili kulture, kjer so RKN vselej izhajale iz potomstva posameznih samic. 
Kulture RKN iz posameznih jajčnih vrečk smo vzgajali na paradižniku (S. lycopersicum 
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'Val'), kupljenem v Semenarni Ljubljana. Jajčeca smo s površja korenin pridobili z 
ekstrakcijo z natrijevim hipokloritom (Kemika; Hussey in Barker, 1973) ter jih očistili z 
metodo flotacije v raztopini saharoze (Merck; McClure in sod., 1973). Jajčeca smo strli 
v tekočem dušiku in izolirali celokupno genomsko DNA (gDNA) z metodo ekstrakcije s 
fenol-kloroformom (Priloga A). Koncentracijo izolirane gDNA smo določali 
fluorometrično (Qubit; Thermo Fisher Scientific) in za sekvenciranje pripravili po 10 µg 
gDNA za vsak vzorec. Sekvenciranje celotnih genomov (WGS) smo izvedli na 
platformi HiSeqX (Illumina) v sodelovanju z genomskim centrom Edinburgh Genomics 
(Edinburg, Škotska, Združeno Kraljestvo). Genomska DNA posameznih izolatov RKN 
je omogočila sestavo knjižnic TruSeq DNA PCR-Free (Illumina), iz katerih smo s 
postopkom sekvenciranja iz obeh strani (paired-end) pridobili 150 bp dolge odčitke 
zaporedij s povprečno dolžino izdelane knjižnice 350 bp. Pred sestavljanjem genomov 
smo preverili kvaliteto odčitkov zaporedij s programom FastQC v0.11.8 (Andrews, 
2018) in s programom Trimmomatic v0.36 (Bolger in sod., 2014) odstranili zaporedja s 
Phred vrednostmi manjšimi od 20. Za preliminarno de novo zlaganje genomov iz 
Illumina odčitkov zaporedij smo uporabili program SPAdes v3.11.1 (Bankevich in sod., 
2012) pri velikostih k-merov 21, 33, 55, 77, 99 in 127.  
 
Razlike med izbranimi vrstami / populacijami RKN smo določali z nalaganjem odčitkov 
zaporedja na referenčni genom M. luci 'SI-Smartno' V13 (Susič in sod., 2020a) in 
določanjem različic (variant) posameznih nukleotidov (SNV). Za nalaganje odčitkov 
zaporedja na referenčni genom smo uporabili program BWA (Li in Durbin, 2009), tako 
naložena zaporedja smo sortirali, odstranili duplikate in indeksirali s programom 
SAMtools (Li in sod., 2009). Za določanje SNV smo uporabili program FreeBayes 
(Garrison in Marth, 2012) ter zatem filtrirali SNV s programom vcffilter iz zbirke 
VCFlib (Garrison, 2019) pri parametrih QUAL>20 (Phred vrednost ocene kvalitete 
določitve posamezne variante) in DP>1000 (raven pokritosti zaporedja). Za prikaz 
razlik med izbranimi vrstami / populacijami RKN smo uporabili metodo glavnih 
komponent (PCA) implementirano v R (R Core Team, 2018) paketu 'SNPRelate' 
v1.22.0 (Zheng in sod., 2012). Za prikaz SNV specifičnih za virulentni izolat M. luci 
V12 smo uporabili program VCFtools (Daneck in sod., 2011) implementiran v 
programu SNiPlay3 (Dereeper in sod., 2015). Za kvalitativno oceno izpopolnjenosti 
zloženih genomov ter pridobitev vhodnih podatkov za filogenomsko umestitev izbranih 
vrst / populacij RKN iz skupine MEG v rod Meloidogyne, smo uporabili program Busco 
v4.0.6 (Simão in sod., 2015) s setom univerzalnih ortologov v enojni kopiji (n = 255) 
'eukaryota_odb10' (datumska različica: 20.11.2019) in genskim modelom za rod 
Caenorhabditis. Za določanje filogenije vrst smo sledili postopku po McGowan (2019), 
kjer smo za izdelavo filogenetskih dreves po standardni metodi največjega verjetja 
(maximum likelihood) z modelom VT+F+R3, uporabili programa IQ-Tree v1.6.10 
(Minh in sod., 2020) in FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2018). Podpore razvejiščem 
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filogenetskega drevesa smo določili z merama SH-aLRT ter metodo vezanja (Guindon 
in sod., 2010). 
 
Preglednica 1: Vrste in populacije ogorčic koreninskih šišk (RKN) iz skupine Meloidogyne ethiopica, ki 
smo jim določili celotno genomsko sekvenco. 
Table 1: Species and populations of root-knot nematodes (RKN) from the Meloidogyne ethiopica group, 
used for the whole genome sequencing. 
Vrsta RKN Oznaka populacije Oznaka izolata Izvor (dobavitelj) 
M. ethiopica ČI-2A V09 Čile (a) 
M. inornata ČI-F2642 V07 Čile (b) 
M. luci IR V05 Iran (b) 
M. luci TR1 V06 Turčija (c) 
M. luci GVA-F0034 V11 Gvatemala (b) 
M. luci Or-2 V12 Turčija (c) 
M. luci SI-Smartno V13 Slovenija 
(a)
 dr. Pablo Meza D., Nematology Laboratory of INIA-La Platina, Santiago, Čile; 
(b)
 dr. Gerrit Karssen, Plant Protection Service, Wageningen, Nizozemska; 
(c)
 dr. Sevilhan Mennan, Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture, Ondokuz Mayıs 
University, Samsun, Turčija. 
 
Preglednica 2: Zloženi genomi ogorčic koreninskih šišk (RKN) uporabljeni v filogenomski analizi, ki so 
dostopni v javni zbirki GenBank. Prikazane so osnovne značilnosti zloženih zaporedij genomov. 
Table 2: Root-knot nematode (RKN) genome assemblies used in phylogenomic analysis and publicly 
available in GenBank. The basic characteristics of genome assemblies are presented. 
Vrsta RKN Izolat Akcesijska številka 
(GenBank) 
Velikost zloženega 
genoma (Mb) 
Število 
kontigov 
N50 
M. luci V13 GCA_902706615.1 209,16 327 1711905 
M. incognita W1 GCA_003693645.1 121,96 33351 16520 
M. incognita V3 GCA_900182535.1 183,53 12091 38588 
M. javanica VW4 GCA_003693625.1 150,35 34316 14128 
M. javanica - GCA_900003945.1 235,80 31341 10388 
M. floridensis - GCA_000751915.1 96,67 58696 3698 
M. floridensis SJF1 GCA_003693605.1 74,85 8887 13261 
M. arenaria HarA GCA_003693565.1 163,75 46436 10504 
M. arenaria - GCA_900003985.1 258,07 26196 16462 
M. arenaria A2-O GCA_003133805.1 284,05 2224 204551 
M. enterolobii L30 GCA_003693675.1 162,97 42008 10552 
M. graminicola IARI GCA_002778205.1 38,19 4304 20482 
M. hapla VW9 GCA_000172435.1 53,01 3450 37608 
 
2.2.1.3 Rezultati in diskusija 
 
Z namenom izvedbe filogenomske analize ogorčic iz skupine MEG smo sekvencirali 
sedem izolatov ogorčic iz skupine MEG (Preglednica 1) ter po preliminarnem zlaganju 
zaporedij genomov (Preglednica 3) nadaljevali z določanjem filogenetske umestitve teh 
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vrst v rod Meloidogyne. Vseh sedem izolatov smo sekvencirali s tehnologijo NGS s 
kratkimi odčitki zaporedij (Illumina HiSeqX), medtem ko smo genom ogorčice M. luci 
SI-Smartno V13 sekvencirali še s tehnologijo sekvenciranja posamezne molekule DNA 
v realnem času (SMRT) z dolgimi odčitki zaporedij (Pacific Biosciences Sequel). 
Zloženi genom izolata V13 je s 327 kontigi, N50 dolžino kontigov 1,7 Mb in končni 
dolžini zloženega zaporedja 209,2 Mb, trenutno najpopolnejši javno dostopen genom 
RKN (Susič in sod., 2020a) in smo ga uporabili kot referenčni zloženi genom skupine 
vrst MEG. Zaporedja zloženih genomov so se bistveno razlikovala po velikosti ter glede 
na analizo BUSCO (Preglednica 3, Slika 1).  
 
Preglednica 3: Osnovne statistike zloženih genomov šestih izolatov ogorčic koreninskih šišk (RKN) iz 
skupine Meloidogyne ethiopica. Ta zložena zaporedja genomov smo sestavili iz kratkih odčitkov 
zaporedij. 
Table 3: Basic statistics of six root-knot nematode (RKN) genome assemblies from the Meloidogyne 
ethiopica group. These genome assemblies were assembled from short sequence reads. 
Izolat RKN Število 
odčitanih 
baz 
(×10
9
) 
Število 
surovih 
odčitkov 
zaporedij 
(×10
7
) 
Velikost 
zloženega 
genoma 
(Mb) 
Število 
kontigov 
Najdaljše 
zloženo 
zaporedje 
(bp) 
N50 GC% 
M. ethiopica V09 27,2 18,2 156,4 64680 135986 8698 29,6 
M. inornata V07 24,2 16,2 156,7 65427 154060 8480 29,6 
M. luci V05 8,1 5,4 154,1 65705 96701 6542 29,5 
M. luci V06 9,1 6,1 155,8 68521 93649 6469 29,6 
M. luci V11 9,5 6,4 154,9 66719 129435 7087 29,6 
M. luci V12 8,5 5,7 152,9 65785 108157 6682 29,6 
 
Zložen genom izolata V13 vsebuje veliko večji delež podvojenih genov BUSCO, kot 
ostalih šest genomov zloženih s kratkimi odčitki zaporedij. Dotično zloženo zaporedje 
ogorčice M. luci SI-Smartno V13 je verjetno veliko bližje biološkemu tudi glede na 
končno velikost genoma (209,2 Mb). Predhodno so Ranallo-Benavidez in sod. (2020) z 
analizo ploidnosti zaporedij genomov ogorčic M. enterolobii Yang in Eisenback, M. 
floridensis, M. incognita (verjetni triploidi), M. arenaria in M. javanica (verjetni 
tetraploidi) ocenili, da so dejanske velikosti genomov za 1,7-2,7-krat večje od trenutno 
najboljših zloženih zaporedij v javnih zbirkah, kar je nakazovalo na delno strnjena 
zaporedja homolognih kromosomov v zloženih zaporedjih genomov. Nekaj genomov 
tropskih vrst RKN Meloidogyne spp. iz klada I so že sekvencirali (Abad in sod., 2008; 
Lunt in sod., 2014; Blanc-Mathieu in sod., 2017; Szitenberg in sod., 2017). Rezultati so 
pokazali, da so tropske vrste RKN kompleksni alopoliploidi s podvojenimi 
heterozigotnimi genomskimi regijami s številnimi transpozicijskimi elementi (Blanc-
Mathieu in sod., 2017; Szitenberg in sod., 2017). V preteklosti de novo zloženi genomi 
tropskih vrst RKN so bili povečini zloženi iz kratkih odčitkov zaporedij naslednje 
generacije sekvenciranja, kar je močno omejevalo popolnost zloženih genomskih 
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zaporedij, programi za zlaganje zaporedij pa lahko iz kratkih odčitkov pretirano strnejo 
homologne regije, kar ima za rezultat krajše končno zloženo zaporedje. Sato in sod. 
(2018) so z uporabo SMRT sekvenciranja dosegli bistveno daljše kontige zloženega 
genoma ogorčice M. arenaria, s čimer so pokazali na uporabnost te tehnologije za 
sekvenciranje kompleksnih genomov RKN. 
 
V analizi zloženih zaporedij z BUSCO so dalje izstopale vrste M. graminicola Golden 
in Birchfield, M. floridensis in M. hapla z zelo nizkim deležem podvojenih genov 
BUSCO (Slika 1). Te vrste se razmnožujejo na drugačen način, kot ostale vrste RKN iz 
klada I (vključno s skupino MEG). Za vrsto M. graminicola (klad III) je značilna 
fakultativna mejotska partenogeneza, vrsta M. floridensis (klad I) se razmnožuje z 
mejotsko partenogenezo, vrsta M. hapla (klad II) pa z mejotsko in / ali mitotsko 
partenogenezo (Castagnone-Sereno in sod. 2013). Rezultati analize BUSCO verjetno 
odsevajo drugačen način razmnoževanja in drugačno ureditev genomov teh vrst. 
 
Slika 1: Rezultati analize primerjalnih univerzalnih ortologov v enojni kopiji (BUSCO) pri zloženih 
genomih vključenih v filogenetsko rekonstrukcijo skupine RKN iz rodu Meloidogyne. C – popolni 
BUSCO, S – popolni BUSCO v enojni kopiji, D – popolni podvojeni BUSCO, F – fragmentirani 
BUSCO, in M – manjkajoči BUSCO geni. 
Figure 1: Results of the benchmarking universal single copy orthologs (BUSCO) analysis of the genome 
assemblies included in the phylogenetic reconstruction of the RKN group of the genus Meloidogyne. C – 
complete BUSCO, S – complete single copy BUSCO, D – complete duplicated BUSCO, F – fragmented 
BUSCO, and M – missing BUSCO genes. 
 
Filogenetska analiza na podlagi skupnih genov BUSCO v enojni kopiji je pokazala na 
umestitev vseh izolatov iz skupine MEG v enoten monofiletski klad, vrsta M. luci se je 
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bistveno razlikovala od vrst M. ethiopica in M. inornata, vrste iz skupine MEG so se 
tako bistveno razlikovali od vrst ogorčic iz skupine MIG (Slika 2). Izolati RKN M. luci 
iz Evrope so bili zaradi velike podobnosti med vrstami MEG, v preteklosti napačno 
identificirani kot M. ethiopica (Gerič Stare in sod., 2017). Dalje so Janssen in sod. 
(2016) pokazali, da sta si vrsti M. luci iz Slovenije in Irana delili isti haplotip, izolat M. 
luci iz Gvatemale pa je izkazoval drugačen haplotip v parafiletski poziciji.  
 
 
Slika 2: Filogenetska rekonstrukcija skupine ogorčic koreninskih šišk (RKN) iz rodu Meloidogyne. (A) 
Rezultati analize razlik med izbranimi vrstami / populacijami RKN iz skupine Meloidogyne ethiopica 
(MEG) z metodo glavnih komponent (PCA) na podlagi variant posameznih nukleotidov (SNV). (B) 
Filogenetsko drevo izbranih vrst / populacij RKN, ki so javno dostopne v zbirki GenBank ter RKN iz 
skupine MEG. Filogenetska umestitev akcesij genomov RKN iz skupine MEG v rod Meloidogyne je 
postavljena glede na poravnave zaporedij skupnih univerzalnih ortologov v enojni kopiji (BUSCO). 
Prikazani meri podpore razvejiščem filogenetskega drevesa sta SH-aLRT (%) ter metoda vezanja (%). 
Figure 2: Phylogenetic reconstruction of a group of root-knot nematodes (RKN) from the genus 
Meloidogyne. (A) Principal component analysis (PCA) results of differences between selected species / 
populations of RKN from the group Meloidogyne ethiopica (MEG) based on single nucleotide variants 
(SNV). (B) Phylogenetic tree of selected species / populations of RKN publicly available in the GenBank 
collection and RKN from the MEG group. The phylogenetic reconstruction of the MEG group RKN 
genomes to the genus Meloidogyne was based on the sequence alignments of common benchmarking 
universal single copy orthologs (BUSCO). Measures of SH-aLRT (%) and bootstrap (%) were used to 
assess branch support. 
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S PCA analizo identificiranih SNV v zloženih genomih sedmih izolatov iz skupine 
MEG smo potrdili to opažanje (Slika 2A), vendar pa filogenetska umestitev teh 
populacij v rod Meloidogyne tega opažanja ni potrdila (Slika 2B). Glede na to, da so se 
vsi izolati iz skupine MEG združili v enoten monofiletski klad, vrsti M. ethiopica in M. 
inornata pa sta bili ločeni od ogorčic M. luci, so rezultati filogenetske analize potrdili 
predhodna opažanja od Gerič Stare in sod. (2017). 
 
Glede na predhodno omejene podatke o vrstah M. ethiopica in M. luci (število 
kromosomov, razpon gostiteljev, izoencimski profili, filogenija na podlagi rDNA in 
mtDNA), ni bilo mogoče sklepati o popolni ločitvi vrst M. luci in M. ethiopica, marveč 
o dveh populacijah v zgodnji fazi divergence v postopku speciacije. Nanašajoč se na 
poenoten koncept vrste, kažejo rezultati filogenetske umestitve ogorčic iz skupine MEG 
v rod Meloidogyne, v prid razločitvi predstavnikov skupine MEG (M. ethiopica, M. 
inornata in M. luci) v ločene vrste RKN. V poenotenem konceptu vrste govori 
kakršenkoli jasen označevalec (operativni kriterij) v prid razmejitvi vrst. Čeprav so se 
ogorčice M. luci bistveno razlikovale od vrst M. ethiopica in M. inornata, bi bilo za 
potrditev tega opažanja v prihodnje smiselno analizirati genome več različnih populacij 
vrst M. ethiopica in M. inornata. Z nadaljnjo filogenetsko rekonstrukcijo skupine na 
kvalitetnejše zloženih zaporedjih genomov, bo potrebno razrešiti nesoglasja med 
rezultati PCA na podlagi razlik v profilu SNV, ter rezultati filogenetske analize na 
podlagi poravnav skupnih BUSCO genov. Razlike v profilih SNV smo določili tudi 
med virulentnim izolatom M. luci (V12) ter nevirulentnimi izolati M. luci. V12-
specifične SNV so bile večinoma naključno razporejene po genomu z nekaterimi 
regijami, kjer so se pogosteje pojavljale (Slika 3). Kljub temu iz pridobljenega 
podatkovnega seta bilo mogoče sklepati o povezanosti teh V12-specifičnih SNV z 
mehanizmom virulence populacije. 
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Slika 3: Razporeditev (pogostost) specifičnih variant posameznih nukleotidov (SNV) v genomu 
virulentne populacije RKN M. luci V12. Prikazano je število SNV glede na lokacijo na prvih 100 
kontigov referenčnega zloženega genoma. 
Figure 3: Distribution (density) of specific single nucleotide variants (SNV) in the genome of the virulent 
population of M. luci V12. The number of SNVs per base position on the first 100 reference genome 
assembly contigs is shown. 
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3 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
3.1 RAZPRAVA 
 
3.1.1 Genomika sekvenciranih izolatov ogorčic iz skupine Meloidogyne ethiopica 
ter filogenetska umestitev skupine 
 
Skupina tropskih vrst Meloidogyne spp. uvrščena v klad I se razmnožuje s procesom 
brez oploditve jajčne celice z mitotsko partenogenezo (izjema je vrsta M. floridensis) in 
te vrste parazitirajo širši nabor rastlinskih gostiteljev kot preostale vrste tega rodu, ki se 
razmnožujejo z mejotsko partenogenezo in amfimikso (Castagnone-Sereno in Danchin, 
2014). Značilnosti na novo opisano vrsto ogorčic M. luci (Carneiro in sod., 2014) in 
naši rezultati potrjujejo filogenetsko povezanost med sestrskimi vrstami M. luci, M. 
inornata in M. ethiopica. Morfološko lahko ogorčice M. luci ločimo od drugih RKN po 
značilnostih, kot so perinealni vzorec, morfologija bodala samcev ali samic ter 
morfologija glave in repa pri ličinkah J2 (Carneiro in sod., 2014). Vendar pa je sestrske 
vrste M. luci in M. ethiopica na podlagi morfoloških značilnosti zelo težko ločiti. 
Perinealni vzorci, ki se pogosto uporabljajo v diagnostiki RKN, so pri ogorčicah M. luci 
zelo podobni perinealnim vzorcem vrste M. ethiopica (pri kateri je vzorec mešanica 
lastnosti vrst M. arenaria in M. incognita). Nadaljnje razlike v morfologiji med vrstama 
M. luci in M. ethiopica so razvidne z uporabo elektronske mikroskopije (Carneiro in 
sod., 2014), kar v večini primerov onemogoča uporabo morfologije v diagnostični 
praksi za razlikovanje med tema dvema vrstama. Morfološka identifikacija je 
nezanesljiva tudi zaradi prekrivanja morfometričnih značilnosti ličink J2, samic in 
samcev med sestrskimi vrstami. Težavna je tudi identifikacija na podlagi molekulskih 
označevalcev. Pri zaporedjih ITS so opazili visoko raznolikost, tudi znotraj posameznih 
ogorčic vrst M. arenaria, M. javanica, in M. incognita (Hugall in sod., 1999). Na 
podlagi velike variabilnosti zaporedij ITS v tropskih vrstah Meloidogyne spp., ki se 
razmnožujejo z obligatno mitotsko partenogenezo, so Hugall in sod. (1999) domnevali, 
da imajo te vrste hibridni izvor in so se razvile po principu retikularne evolucije. 
Nedavne primerjalne genomske študije treh vrst RKN so potrdile hibridni izvor 
apomiktičnih RKN (Lunt in sod., 2014). Ob upoštevanju hibridnega izvora 
apomiktičnih RKN je opažena visoka variabilnost regij rDNA pri ogorčicah M. luci bolj 
smiselna. Vendar pa predstavlja visoka genetska variabilnost izziv pri opisu nove vrste 
v skupini tropskih RKN in za razvoj orodij za identifikacijo. Medtem ko se mtDNA v 
apomiktičnih RKN lahko uporablja za identifikacijo vrst (Pagan in sod., 2015; Janssen 
in sod., 2016), teh zaporedij ni mogoče uporabiti za proučevanje evolucije vrst znotraj 
skupine, saj je bila evolucija teh vrst najverjetneje zelo zapletena (Lunt in sod., 2014). 
Na podlagi zaporedij COII / lRNA (16S rRNA) regije mtDNA smo opazili visoko 
sorodnost med vrstami M. ethiopica, M. luci in M. inornata (Gerič Stare in sod., 2017). 
Podobno so Janssen in sod. (2016) pokazali visoko sorodnost med temi tremi vrstami 
Susič N. Uporaba naprednih tehnologij za … obvladovanje ogorčic …  (… Nematoda: Meloidogynidae). 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
141 
 
tudi na podlagi kodirajočih zaporedij mtDNA. Variabilnost zaporedij rDNA kot tudi 
mtDNA so opisali tudi v drugih študijah (Carneiro in sod., 2005; Powers in sod., 2005; 
Holterman in sod., 2006, 2009, 2012; Kiewnick in sod., 2014), kar je nakazalo potrebo 
po razvoju dodatnih molekularnih označevalcev na podlagi genomske DNA za 
proučevanje filogenetskih razmerij ali za identifikacijo vrst iz rodu Meloidogyne. 
Zaporedja genov SSR rRNA, ITS regij in delne LSU rDNA so se izkazala kot slabi 
molekulski označevalci za identifikacijo tropskih vrst Meloidogyne spp., medtem ko 
smo pokazali, da je zaporedje mtDNA primerno za določanje vrst M. luci (Gerič Stare 
in sod., 2017), vendar je bilo za zanesljivo razlikovanje med vrstama M. ethiopica in M. 
luci, potrebno uporabiti analizo profilov izoencimov MDH in EST v kombinaciji s 
filogenetsko analizo mtDNA (Gerič Stare in sod., 2017).  
 
Kar nekaj genomov tropskih vrst RKN Meloidogyne spp. iz klada I je že bilo 
sekvenciranih (Abad in sod., 2008; Lunt in sod., 2014; Blanc-Mathieu in sod., 2017; 
Szitenberg in sod., 2017) in tovrstni genomski projekti so pokazali, da so tropske vrste 
RKN kompleksni alopoliploidi s podvojenimi heterozigotnimi genomskimi regijami s 
številnimi transpozicijskimi elementi (Blanc-Mathieu in sod., 2017; Szitenberg in sod., 
2017). V preteklosti de novo zloženi genomi tropskih vrst RKN so bili povečini zloženi 
iz kratkih odčitkov zaporedij naslednje generacije sekvenciranja, kar je močno 
omejevalo popolnost zloženih genomskih zaporedij. Sato in sod. (2018) so pokazali, da 
je uporaba sekvenciranja posamezne molekule DNA v realnem času (SMRT) bistveno 
povečala dolžino kontigov zloženega genoma RKN M. arenaria, zaradi izredno dolgih 
odčitkov zaporedij, ki jih je mogoče pridobiti s to tehnologijo. V projektu sekvenciranja 
genoma ogorčice M. luci SI-Smartno V13 smo uporabili tehnologijo sekvenciranja 
SMRT z dolgimi odčitki zaporedij (Pacific Biosciences Sequel) in tehnologijo NGS s 
kratkimi odčitki zaporedij (Illumina HiSeqX), da smo pridobili karseda popolno zložen 
genom, medtem ko smo ostalih šest izolatov ogorčic M. ethiopica, M. luci in M. 
inornata sekvencirali samo z Illumina HiSeqX. Zložen genom M. luci SI-Smartno V13 
je trenutno najpopolneje zložen genom izmed vseh trenutno določenih genomov vrst 
Meloidogyne spp. dostopnih v javnih zbirkah (Susič in sod., 2020b). Z oceno ploidnosti 
genomov smo pokazali, da so sekvencirani izolati najverjetneje triploidi (AAB), kar je 
predstavljalo težavo pri zlaganju genomov s kratkimi odčitki zaporedij. To je prikazala 
tudi ocena popolnosti zloženih zaporedij genomov z analizo BUSCO, saj zložen genom 
ogorčice M. luci SI-Smartno V13 vsebuje veliko večji delež podvojenih genov BUSCO, 
kot ostalih šest genomov zloženih s kratkimi odčitki zaporedij (Slika 1). Dotično 
zloženo zaporedje ogorčice M. luci SI-Smartno V13 je najverjetneje veliko bližje 
naravnemu stanju tudi glede na končno velikost genoma (209,2 Mb). V analizi zloženih 
zaporedij z BUSCO so dalje izstopale vrste M. graminicola, M. floridensis in M. hapla 
z zelo nizkim deležem podvojenih genov BUSCO, kar odseva drugačen način 
razmnoževanja pri teh vrstah, kot pri vrstah skupine Meloidogyne ethiopica (MEG) – 
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M. graminicola (fakultativna mejotska partenogeneza), M. floridensis (mejotska 
partenogeneza) in M. hapla (mejotska in mitotska partenogeneza). 
 
Skupina MEG vključuje sorodne RKN vrste M. ethiopica, M. inornata in M. luci (Gerič 
Stare in sod., 2019). Pravilna filogenetska umestitev različnih populacij MEG vrst 
znotraj klada I Meloidogyne je tako težavna. Izolati RKN M. luci iz Evrope so bili 
zaradi velike podobnosti med vrstami MEG, v preteklosti napačno identificirani kot M. 
ethiopica (Gerič Stare in sod., 2017). Dalje so Janssen in sod. (2016) pokazali, da sta si 
vrsti M. luci iz Slovenije in Irana delili isti haplotip, vrsta M. luci iz Gvatemale pa je 
izkazovala drugačen haplotip v parafiletski poziciji. To opažanje smo potrdili s PCA 
analizo identificiranih SNV v zloženih genomih sedmih izolatov iz skupine MEG (Slika 
2A), vendar pa filogenetska umestitev teh populacij v rod Meloidogyne tega opažanja ni 
potrdila (Slika 2B). S filogenetsko analizo na podlagi skupnih genov BUSCO v enojni 
kopiji smo potrdili opažanja od Gerič Stare in sod. (2017), saj so bili vsi izolati iz 
skupine MEG zbrani v enoten monofiletski klad, vrsti M. ethiopica in M. inornata pa 
sta bili ločeni od predstavnikov ogorčic M. luci. Z genomskim pristopom smo bolj 
podrobno razmejili filogenetske odnose sorodnih populacij M. ethiopica, M. inornata in 
M. luci. Ogorčice M. luci so se bistveno razlikovale od vrst M. ethiopica in M. inornata. 
Za potrditev tega opažanja bi bilo v prihodnje smiselno analizirati genome več različnih 
populacij vrst M. ethiopica in M. inornata. Z nadaljnjo filogenetsko rekonstrukcijo 
skupine na kvalitetnejše zloženih zaporedjih genomov, bo potrebno razrešiti nesoglasja 
med rezultati PCA na podlagi razlik v profilu SNV, ter rezultati filogenetske analize na 
podlagi poravnav skupnih BUSCO genov. Razlike v profilih SNV smo določili tudi 
med virulentnim izolatom M. luci (V12) ter nevirulentnimi izolati M. luci. V12-
specifične SNV so bile večinoma naključno razporejene po genomu z nekaj regijami, 
kjer so se pogosteje pojavljale (Slika 3), vendar pa iz pridobljenih podatkov ni bilo 
mogoče sklepati o povezanosti teh V12-specifičnih SNV z mehanizmom virulence 
populacije. 
 
3.1.2 Zaznavanje napada ogorčic koreninskih šišk ter razlikovanje med biotskim 
in abiotskim stresom rastlin s hiperspektralnim slikanjem 
 
Podatke iz hiperspektralnih posnetkov je v kombinaciji z nadzorovano klasifikacijo 
mogoče uporabiti za uspešno razlikovanje med različnimi vrstami stresa pri rastlinah 
paradižnika. Za zanesljivo razlikovanje med biotskim stresom zaradi ogorčic M. 
incognita in abiotskim sušnim stresom je bilo potrebno ločeno v nadzorovanih pogojih 
izzvati rastlinske odzive na oba stresorja, saj je znano, da napad ogorčic M. incognita 
vodi do splošnih stresnih znamenj pomanjkanja vode (Kirkpatrick in sod., 1991). 
Spremembe v anatomiji korenin (tvorba šišk) vodijo k zmanjšanju vnosa vode in hranil 
ter zavirajo rast in razvoj rastlin. V preteklih študijah so pokazali, da je učinke mogoče 
opredeliti z merjenjem različnih fizioloških parametrov, kot so vodni potencial listov, 
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hidravlična prevodnost korenin, stomatalna prevodnost (Kirkpatrick in sod., 1991, 
1995) in jakost fotosinteze (Schwarz in sod., 2002; Ximénez-Embún in sod., 2016), pa 
tudi z morfološkimi značilnostmi rastlin. Izmed teh smo zabeležili zaostalo rast rastlin, 
kar je bilo razvidno iz manjše celokupne listne površine, suhe teže ter višine rastlin v 
sušnem stresu. Poleg tega so se rastline z večjim napadom ogorčic znatno razlikovale v 
celokupni suhi masi, nakazujoč, da lahko močan napad ogorčic dodatno zaostri 
negativne učinke na morfologijo rastlin, ki nastanejo zaradi pomanjkanja vode. 
Parametra jakost fotosinteze in fluorescenca klorofila a nista pokazala statistično 
pomembnih rezultatov ob zaključku poskusa po zaključenem prvem razvojnem ciklu 
ogorčic, poleg tega ni bilo mogoče razlikovati med abiotskim in biotskim stresom. 
Rezultati so v skladu s predhodnimi opažanji. Z merjenjem fluorescence klorofila a so 
zaznali zgodnjo stresno reakcijo rastline, vendar pa parameter ni bil dovolj specifičen za 
razlikovanje različnih bolezni rastlin (Mahlein, 2016). Po drugi strani so Strajnar in sod. 
(2012) fiziološki stres zaradi ogorčic pri paradižniku določali z merjenjem vodnega 
potenciala listov, hidravlične prevodnosti korenin, stomatalne prevodnosti, 
evapotranspiracije in neto fotosinteze. V navedenem delu so meritve fiziologije rastlin 
izvedli po drugem zaključenem ciklu ogorčic, ko je korenine napadla druga generacija 
ogorčic, poškodbe koreninskega sistema pa so bile precej večje. Vpliv ogorčic na 
fiziološke parametre rastlin je bil zaradi tega najverjetneje bolj izrazit kot v našem 
poskusu. V našem poskusu so se rastline v suši zaradi pomanjkanja razlikovale od 
dobro zalitih rastlin, saj so imele nižjo transpiracijo in stomatalno prevodnost listov. 
Nižje vrednosti teh dveh parametrov so vplivale na fotosintezo, saj so ti trije parametri 
neposredno povezani (Flexas in sod., 2006; Chaves in sod., 2009), nižje vrednosti pa 
lahko interpretiramo kot zapiranje listnih rež in s tem nižjo stopnjo asimilacije CO2. S 
pomočjo meritev izmenjave plinov in fluorescence klorofila a smo lahko merili splošni 
rastlinski stres, vendar te metode niso bile tako občutljive kot hiperspektralno slikanje. 
To bi lahko pojasnili z načinom merjenja z različnimi detektorji. Izmenjava plinov in 
fluorescenca klorofila a sta bili izmerjeni kot točkovni meritvi, medtem ko smo s 
hiperspektralnim slikanjem zabeležili signal celokupne listne površine rastline v vidnem 
polju. Točkovne abnormalnosti v parametrih fiziologije lahko bistveno bolj vplivajo na 
rezultate pri točkovih meritvah kot hiperspektralno slikanje, ki zajame podatke večjega 
območja. 
 
S senescenco listov se spreminja reflektanca, katere spremembe je mogoče spremljati z 
zajemom časovnih vrst spektralnih podatkov (Merzlyak in sod., 1999). Spremembe so 
povezane predvsem z razkrojem pigmentov (npr. klorofilov) in prerazporeditvijo hranil 
znotraj ali med tkivi. Rastline v sušnem stresu hranila prerazporejajo do listov z večjim 
metabolnim potencialom. Območja spektra pomembna za določanje rastlin v sušnem 
stresu so zajemala zelen in rdeč pas v vidnem delu, kar kaže na spremembe v strukturi 
pigmenta. Druga pomembna spektralna območja (v NIR in SWIR) so navadno 
povezana s fizikalnimi in kemijskimi lastnostmi, kot sta celuloza in lignin (Li in sod., 
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2015), pa tudi z vsebnostjo ogljikovih hidratov, beljakovin in vode (Qiao in sod., 2007). 
Valovne dolžine v območju 966-977, 983-1009, 1216-1265, 1254-1270 in 1330-1390 
nm so povezane z vezjo O–H v vodi, medtem ko je območje 1047-1178 nm povezano z 
vezjo N–H proteinov (Yin in sod., 2017). Valovne dolžine, povezane s pigmenti in 
vsebnostjo vode, so bile pomembne za razvrstitev rastlin v skupine glede na čas slikanja 
ter v skupine glede na sušni stres. Za nekatere od teh spektralnih pasov je znana 
povezava z določenimi fiziološkimi parametri, ki kažejo na sušni stres pri mnogih 
rastlinskih vrstah (Zarco-Tejada in sod., 2013). Nižja reflektanca v bližini 535 nm je 
povezana s povečanjem vsebnosti zeaksantina, kar vodi v fotoprotektivno stanje cikla 
zeaksantina (Gamon in sod., 1992), nižja reflektanca pri 550 nm pa je povezana s 
prilagoditvami antocianov in drugih fotoprotektivnih pigmentov (Steele in sod., 2009). 
Po drugi strani je povečanje reflektance pri 1500 nm povezano z zmanjšanjem vsebnosti 
vode v listnih tkivih (Eitel in sod., 2006). Dodatno je mogoče spektralni pas absorpcije 
vode pri 950-970 nm uporabiti za oceno pomanjkanja vode v rastlinah (Peñuelas in sod., 
1997), vendar je bil v našem primeru ta spektralni pas pomemben samo, ko smo 
podatke ločili glede na sejo slikanja, ne pa v združenih vzorcih. Z rastjo rastlin in 
potekom napada RKN so za določanje rastlin v stresu postali bolj pomembni spektralni 
podpisi v vidnem delu spektra. Pri zadnjem slikanju v poskusu so rastline, izpostavljene 
sočasnemu biotskemu in abiotskemu stresu, pokazale vidna znamenja stresa, večinoma 
v zelenem delu spektra (511-566 nm). Sočasni abiotski in biotski stres je povzročil 
dovolj velik vpliv, da so znamenja postala vidna, kar je zasenčilo spektralne podpise 
vsebnosti vode v listnem tkivu (pri 1390-1520 nm in 1860-2080 nm). Spektralne regije 
povezane z reflektanco O–H vezi v vodi so tako za identifikacijo okuženih rastlin ter 
jakosti napada RKN, postale manj pomembne in so jih nadomestile regije spektra 
povezane s C–H vezmi ogljikovih hidratov in beljakovin (1189-1222 in 1324-1346 nm). 
Navedene spektralne regije ustrezajo reflektanci listnih pigmentov, kemijski sestavi in 
strukturi listnega tkiva, na katero je vplival napad RKN. Uporaba hiperspektralnega 
slikanja je omogočila zanesljivo identifikacijo vodnega statusa rastlin paradižnika v 
poskusu, kot tudi določitev napada ogorčic. Dobro zalite rastline je bilo najlažje ločiti 
od rastlin v suši, z zanesljivostjo pravilne klasifikacije od 92 % do 100 % (odvisno 
glede na čas slikanja). To je nakazovalo, da je pomanjkanje vode povzročilo najbolj 
opazne spremembe v spektru odbite svetlobe. Pokazali so, da stresni pogoji vplivajo na 
proizvodnjo in / ali transport različnih snovi v rastlinskih tkivih (Ximénez-Embún in 
sod., 2016). Suša povzroči presnovne spremembe v rastlini s povečanim kopičenjem 
prostih sladkorjev in prostih esencialnih aminokislin, ki sodelujejo pri vzdrževanju 
osmotskega ravnovesja gostiteljskih rastlin. Suša lahko povzroči tudi povečano 
proizvodnjo obrambnih spojin, kot so inhibitorji proteaz in oksidativni encimi 
(Ximénez-Embún in sod., 2016). Sistem hiperspektralnih kamer, ki smo ga uporabljali v 
naših raziskavah, beleži svetlobo v spektralnem območju 409-2509 nm v 3,7-5,5 nm 
širokih spektralnih kanalih in bi tako lahko pridobil podrobne informacije o reflektanci 
rastlinskih tkiv in zabeležil spektralne spremembe po kopičenju, transportu ali 
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razgradnji različnih snovi, katerih spremembe povzročajo sušne razmere. V te namene 
se navadno preučuje razporeditev različnih pigmentov, kot so klorofili in karotenoidi, 
saj koncentracija teh pigmentov navadno kaže na fiziološko stanje rastlin (Goetz in sod., 
1985). Zaznavanje koncentracij in prostorske razporeditve pigmentov v listnem tkivu se 
pogosto uporablja za določanje tistih bolezni rastlin, ki neposredno vplivajo na liste 
(Mahlein in sod., 2013; Zhao in sod., 2016). V našem poskusu smo napad ogorčic 
določili z večjo zanesljivostjo v skupini dobro zalivanih rastlin (uspeh klasifikacije 100 
%) kot znotraj skupine rastlin v suši (uspeh klasifikacije 95 %), kar bi lahko razložili s 
tem, da so učinki suše zaradi pomanjkanja vode, prikrili specifične spektralne odtise 
povezane z napadom ogorčic. Čeprav smo z analizo hiperspektralnih posnetkov uspešno 
določili rastline v sušnem stresu in njegov biotski ali abiotski izvor, bodo potrebne 
nadaljnje raziskave za povezavo fizioloških in strukturnih sprememb listnega tkiva z 
opaženimi razlikami v posnetem spektru med rastlinami z RKN ter rastlinami brez 
RKN. S poznavanjem specifičnih vzorcev prostorske razporeditve različnih spojin v 
listnem tkivu (akumulacija, redukcija) v odvisnosti od različnih rastlinskih bolezni in 
škodljivcev in vpliv le-teh na reflektanco določenega dela svetlobnega spektra, bi lahko 
določili spektralne odtise specifične za točno določeno stresno stanje rastlin. Spektralne 
odtise, specifične za biotski stres napada ogorčic, bi nato lahko uporabili za razvoj 
robustnih modelov za diskriminacijo bolezni / škodljivcev in stresa, katere bi uporabljali 
v aplikacijah daljinskega zaznavanja v različnih okoljih, kot so laboratorij, rastlinjak ali 
na terenu (Govender in sod., 2009). 
 
3.1.3 Vpogled v genoma bakterij B. firmus I-1582 in Bacillus sp. ZZV12-4809 
 
Identifikacija določenih bakterijskih sevov B. firmus, katerih genomi so na voljo v 
javnih podatkovnih zbirkah, ter našega slovenskega izolata ZZV12-4809, 
identificiranega kot B. firmus na podlagi sekvence 16S rDNA, je bila zavajajoča. Naša 
ANI analiza znanih celotnih sestavljenih genomov izolatov B. firmus, je izpostavila do 
tedaj neopisano variabilnost med izolati, ki je mogoče odraz različnih habitatov, iz 
katerih so bili ti sevi prvotno izolirani. Razlike v ANI so bile dovolj velike, da je bilo 
mogoče sklepati na napačno identifikacijo nekaterih sevov B. firmus v zbirki GenBank 
in potrebo po uvrstitvi te izolatov v novo vrsto. Z nadaljnjo analizo smo v obeh 
določenih genomih našli različne homologe znanim nematotoksičnim proteazam iz 
različnih organizmov, natančneje 18 različnih homolognih sekvenc smo našli v genomu 
I-1582 in 19 različnih homolognih sekvenc v genomu seva ZZV12-4809. Poleg tega 
smo v ZZV12-4809 našli sekvenci dveh domnevnih nematicidnih hitinaz, vsebujoč 
domeno GH18, potrebno za hidrolizo hitina in razgradnjo hitinskih struktur v jajčecih 
ogorčic, kar prispeva k njihovi smrtnosti. V genomih bakterij B. firmus I-1582 in 
Bacillus sp. ZZV12-4809 smo dalje našli 28 in 36 gruč genov sekundarnih metabolitov, 
ki bi lahko kodirali vrsto spojin, kot so siderofori, toksini, bakteriocini, lantipeptidi in 
antibiotiki. Bioinformacijska analiza genomov bakterij B. firmus I-1582 in Bacillus sp. 
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ZZV12-4809 je torej pokazala vrsto možnih sekundarnih metabolitov, ki jih potencialno 
proizvajata ta dva seva Bacillus. Informacije so koristne za nadaljnjo eksperimentalno 
oceno nematotoksičnosti teh sekundarnih metabolitov. V predhodnih raziskavah so 
različni sevi bakterij B. firmus povzročili visoko stopnjo umrljivosti ogorčic, medtem ko 
so imeli v genomih v primerjavi z drugimi bakterijami najdenih relativno malo 
homologov ali genskih kopij znanih virulenčnih dejavnikov za ogorčice (Zheng in sod., 
2016). To bi lahko bila posledica povečanega izražanja, ali novih interakcij znanih 
virulentnih faktorjev, ali obstoja še nepoznanih nematotoksičnih spojin. 
 
3.1.4 Učinkovitost bakterij Bacillus firmus za zagotavljanje zdravih rastlin 
paradižnika 
 
Inokulacija paradižnikove rizofere z bakterijami B. firmus I-1582 je imela dvojni učinek 
na rastline. Bakterije B. firmus so zmanjšale intenzivnost napada ogorčic M. luci v 
lončnih poskusih in poskusih na mikroparcelah za približno 50 %, hkrati pa je delovanje 
bakterij imelo ugodne učinke na morfologijo rastlin, fiziologijo in vnos hranil. Dodatek 
bakterij B. firmus rastlinam je imel učinke pospeševanja rasti rastlin (PGP) v primerjavi 
s kontrolnimi rastlinami s kemičnim varstvom proti RKN, kjer smo razmnoževanje 
ogorčic bodisi popolnoma zavrli (lončni poskus) bodisi zmanjšali na isto raven (poskus 
na mikroparcelah). Rezultati poskusov so pokazali PGP učinke bakterij B. firmus, ki 
niso bili le odraz zmanjšanega števila ogorčic zaradi nematicidnega delovanja bakterij, 
kljub temu da specifičnih PGP učinkov bakterij B. firmus nismo karakterizirali z 
ločenim obravnavanjem rastlin brez RKN, inokuliranih z bakterijami B. firmus. V 
lončnem poskusu smo z meritvami fiziologije rastlin izmerili le razlike med 
obravnavanimi (kemično ali biotično varstvo) ter rastlinami brez varstva. V poskusu na 
mikroparcelah smo ugotovili statistično značilne razlike med obravnavanji le v 
efektivnem kvantnem donosu fotosistema II (ΦPSII) in maksimalnem kvantnem donosu 
fotosinteze (Fv/Fm), medtem ko se ostali parametri niso značilno razlikovali. Na 
splošno so bile pri rastlinah z visoko koncentracijo inokuluma bakterij B. firmus 
zabeležene najvišje vrednosti fotosintetskih parametrov. Nekateri morfološki in 
biokemični parametri so nakazovali na PGP učinkovanje bakterije B. firmus, kot v 
primeru celokupne listne površine, števila cvetov, suhe mase rastlin in mase svežih 
korenin v lončnem poskusu z lonci, ter v primeru relativne vsebnosti listnega klorofila 
in koncentracije določenih elementov v poskusu z mikroparcelami. Ti učinki PGP so 
bili razvidni tudi v primerjavi rastlin z bakterijo B. firmus, z rastlinami pozitivne 
kontrole, kjer je kemični nematicid bodisi popolnoma zavrl razmnoževanje RKN 
(lončni poskus) bodisi zmanjšal na isto raven (poskus na mikroparcelah). V primeru 
poskusa na mikroparcelah so bili učinki biotičnega stresa zaradi napada RKN na 
paradižnik izenačeni med obravnavanjema z bakterijo B. firmus ter kemičnim varstvom. 
Zabeležili smo nekonsistentno učinkovitost kemičnega varstva pred RKN (aktivna 
sestavina fluopiram) med lončnimi poskusi in mikroparcelami. Nižjo učinkovitost 
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zatiranja ogorčic s fluopiramom v poskusu z mikroparcelami bi lahko pripisali zasnovi 
eksperimenta in dejavnikom okolja. Da bi se v poskusu z mikroparcelami približali 
poljskim pogojem okužbe z RKN, smo v tla mikroparcel pred sajenjem rastlin vnesli 
napadene korenine paradižnika. Jajčeca ogorčic M. luci so bila v želatinastih jajčnih 
vrečkah na površju (ali notranjosti) korenin in so bila zato bolje zaščitena pred učinki 
fluopirama kot jajčeca v suspenziji, ki smo jih uporabili v lončnem poskusu. Večja 
temperaturna razlika med dnevom in nočjo v poskusu na mikroparcelah (glede na 
nadzorovane razmere v rastlinjaku) bi lahko vodila v postopno izločanje ličink J2. Tako 
je lahko večje število ličink J2 vdrlo v korenine rastlin med aplikacijama kemičnega 
nematicida, ko je bil fluopiram manj učinkovit (Dahlin in sod., 2019). Poleg tega so bila 
tla v mikro-parcelah veliko bolj raznolika po velikosti in sestavi delcev kot definirani 
substrat, uporabljen v lončnem poskusu, kar je lahko povzročilo nastanek območij s 
manj optimalnimi koncentracijami nematicida. Fluopiram ima lahko omejen učinek na 
inhibicijo ogorčic H. glycines izven neposrednega območja nanosa v tla (Beeman in 
sod., 2019). Čeprav je bakterija B. firmus v lončnih poskusih in poskusih v 
mikroparcelah dosledno zmanjšala številčnost ogorčic M. luci, so prejšnje študije 
izpostavile bolj raznolike rezultate (Susič in sod., 2019) ali nedosledno učinkovitost 
varstva poljščin pred različnimi populacijami rastlinsko-parazitskih ogorčic (Musil, 
2016; Beeman in Tylka, 2018). Neskladnosti opažene v teh študijah so lahko posledica 
spremenljivih razmer okolja, neuspešne kolonizacije rizofere in mikrobne konkurence. 
Beeman in Tylka (2018) sta nadalje izpostavila potrebo po oceni nematicidnega 
delovanja bakterij B. firmus v dlje časa trajajočih poskusih, kar je lahko pomembno tudi 
pri opisu PGP učinkov teh bakterij. 
 
Inokulacija bakterij B. firmus I-1582 je znatno povečala celokupno mikrobno aktivnost 
substrata ali zemlje v lončnih poskusih in na mikroparcelah, kakor smo izmerili z 
metodo hidrolize fluorescein diacetata (FDA) in sproščanjem fluoresceina (Adam in 
Duncan, 2001). Stopnja mikrobne aktivnosti v tleh mikroparcel z dodano bakterijo B. 
firmus je bila podobna rezultatom od Giannakou in sod. (2004) pri testiranju istega 
bakterijskega seva. S prostorsko analizo podatkov o hidrolizi FDA v našem poskusu 
smo pokazali na pretežno rizosferno aktivnost bakterije B. firmus I-1582, saj je bila v 
mikroparcelah z dodanimi bakterijami B. firmus najvišja fluorescenca izmerjena na 
območjih najbližje rastlinam, medtem ko je bila mikrobna aktivnost v ostalih 
mikroparcelah bolj naključno porazdeljena. 
 
V genomu B. firmus I-1582 smo našli več genov, ki so navadno povezani z različnimi 
mehanizmi spodbujanja rasti rastlin. Veliko PGPR nosi gene ipdC, aat in iaaH za 
proizvodnjo rastlinskega hormona indol-ocetne kisline (IAA), vendar genov za izražanje 
IAA nismo našli v genomu I-1582. Bakterijska IAA ima lahko tako PGP kot škodljive 
učinke na rast rastlin. IAA lahko stimulira rast korenin preko vpliva na arhitekturo 
koreninskega sistema, povečanjem nastanka koreninskih laskov ter na število in dolžino 
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korenin (Duca in sod., 2014). V naših poskusih nismo opazili pomembnih razlik v 
arhitekturi koreninskih sistemov pri rastlinah, ki so bile inokulirane z bakterijami B. 
firmus. Masa korenin je bila v lončnem poskusu sicer bistveno večja pri rastlinah z 
bakterijami B. firmus, ne pa tudi v mikro-parcelah. Večjo maso korenin rastlin z 
bakterijami B. firmus v lončnem poskusu lahko pripišemo večjemu nadzemnemu delu 
teh rastlin in ne vplivom bakterijske IAA na koreninski sistem. 
 
Z bioinformacijsko analizo smo v genomu I-1582 našli različne homologe genov ali 
metabolne poti povezane z mehanizmi privzema hranil, ki bi lahko prispevali k učinku 
PGP. Meritve elementarne sestave listov rastlin paradižnika na koncu poskusa v mikro-
parcelah niso dale končnega odgovora glede obsega dejanskih PGP lastnosti seva I-
1582. Težavo predstavlja določanje povezave najdenih genov v genomu I-1582 z 
izmerjenimi koncentracijami hranil v listih. Glede na bioinformacijsko analizo, I-1582 
ni imel genetske sposobnosti za fiksacijo atmosferskega dušika, saj večine genov iz nif 
gruče (nifBHDKYENXhesAnifV) nismo našli v genomu I-1582, zlasti gena nifH, ki 
kodira reakcijsko-katalitično podenoto encima nitrogenaze (Shi in sod., 2016). V 
genomu I-1582 prav tako nismo našli homologov genov amoA in amoB, ki kodirata α- 
in β-podenoti encima amonij-monooksigenaze iz bakterije Nitrosomonas europaea, ki 
sodeluje v oksidaciji amonijaka (NH3 do NO2
−
) kot del procesa nitrifikacije (Pajares in 
Bohannan, 2016) ter gena norB, ki kodira encim reduktaze dušikovega oksida, ki 
sodeluje pri denitrifikaciji (Hendriks in sod., 2000). V zaporedju I-1582 smo našli 
homologe genov nirK in nosZ (šibki identiteti), povezanih z denitrifikacijo. Dalje smo v 
genomu I-1582 našli celotno bakterijsko gručo genov nas (nasABCDEF), ki se 
uporablja za asimilacijo nitrata iz raztopljenega organskega dušika in dušika iz delcev 
organske snovi (Luque-Almagro in sod., 2011), vendar pa nitrat, ki se na tak način 
asimilira znotraj bakterijskih celic, ni na voljo rastlinam (Pajares in Bohannan, 2016). 
Našli smo tudi zaporedja s šibko identiteto do genov napA in narG, ki sodelujeta pri 
disimilatorni redukciji nitrata do amonija (DNRA). Vendar pa nismo našli gena nrfA, ki 
kodira za ta proces ključno nitrit reduktazo (Bu in sod., 2017), zato je genetska 
sposobnost seva I-1582 za DNRA malo verjetna. Na podlagi bioinformacijske analize 
torej ta sev ni imel genetske sposobnosti za fiksacijo atmosferskega dušika ali DNRA, 
temveč je asimilirani dušik koristil za lastni metabolizem ali omogočal izhlapevanje le-
tega v ozračje s procesom denitrifikacije. Po drugi strani so pokazali, da lahko različni 
PGPR, kot so bakterije Bacillus spp., pospešujejo rast rastlin z vplivanjem na izražanje 
genov rastlin za privzem nitrata (NO3
−
) in amonijaka (NH4
+
) (Calvo in sod., 2019), kar 
bi lahko razložilo višje povprečne vsebnosti dušika v rastlinah z bakterijami B. firmus v 
poskusu na mikro-parcelah. V genomu I-1582 smo dalje našli številne homologe genov 
povezanih z raztapljanjem mineralnih fosfatov s pomočjo glukonske kisline (gdh in 
gad), solubilizacijo fosfonata (gruča genov phn) in transportom fosfata (pst operon: 
pstSCAB in sistem phoP-phoR). Gruča genov phn omogoča solubilizacijo organo-
fosfornih fosfonatnih spojin, ki rastlinam sicer niso biološko razpoložljive. Podobno kot 
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pri različnih sevih B. cereus Frankland in Frankland (Zeng in sod., 2018), tudi v 
genomu I-1582 nismo našli vseh genov iz gruče. Bakterije B. firmus lahko proizvajajo 
2-ketoglukonsko kislino, ki se smatra za glavni mehanizem solubilizacije fosfata, kalija 
in cinka iz mineralov (Goswami in sod., 2016). Različni sekundarni mehanizmi 
vključujejo proizvodnjo kelatorjev in anorganskih kislin. Talne bakterije običajno 
privzamejo raztopljeni fosfat in kalij prek različnih vrst transporterjev, kot so Trk, Kdp 
in Ktr (Meena in sod., 2016). V genomu I-1582 so našli homologe genov iz operona 
ktrABCD, vendar ne kdpFABC operona. Končne meritve elementov so pokazale, da so 
rastline z bakterijami B. firmus v poskusu na mikro-parcelah, v povprečju dosegle 
najvišjo vsebnost kalija v listih, vendar pa ni bilo bistvenih razlik med obravnavanji, pri 
vseh rastlinah v poskusu je vsebnost kalija le mejno zadoščala (Adams, 1986). Med 
obravnavanji nismo opazili statistično značilnih razlik v vsebnosti fosforja, vendar pa so 
imele rastline z bakterijami B. firmus znatno višjo vsebnost cinka. Dodatno smo v 
genomu I-1582 našli gene, ki so homologni gruči genov za biosintezo siderofora 
petrobaktina (asbABCDEF), ne pa tudi gruče genov za biosintezo siderofora 
bacilibaktina (dhbABCEF). Siderofori so nizko-molekularni kelatorji Fe
3+
, ki se izražajo 
v izven celično okolje. Petrobaktin in bacilibaktin proizvajajo različni sevi Bacillus spp. 
v pogojih pomanjkanja železa (Wilson in sod., 2006, 2010). Izražanje sideroforov lahko 
pripomore k učinkom PGP, saj raztapljanje Fe
3+
 poveča biološko dostopnost železa za 
rastline in mikroorganizme (Goswami in sod., 2016). Kljub prisotnosti homologov 
genov biosinteze petrobaktina in transportnih genov v genomu I-1582, nismo izmerili 
značilnih razlik med obravnavanji v koncentraciji železa v listih rastlin paradižnika. V 
poskusu na mikro-parcelah so imele rastline z bakterijami B. firmus bistveno nižjo 
vsebnost kalcija in višjo (a statistično neznačilno) povprečno vsebnost natrija v 
primerjavi z ostalimi rastlinami paradižnika. Pri nizkih koncentracijah K
+
 ionov lahko 
rastline sprejmejo več Na
+
 ionov, kar negativno vpliva na asimilacijo ionov Ca
2+
 
(Maathuis, 2014), zato so bili opaženi rezultati verjetno posledica fiziološkega odziva 
rastline in na njih niso vplivale bakterije B. firmus, saj PGPR navadno povečujejo 
ionsko homeostazo, kot so razmerja ionov K
+
/Na
+
 in Ca
2+
/Na
+
 (Pan in sod., 2019). 
 
V študiji raznolikih učinkov bakterij B. firmus na rastline paradižnika smo z uporabo 
hiperspektralnega slikanja želeli ovrednotiti to tehnologijo za oceno sočasnih učinkov 
nematicidne aktivnosti ter PGP učinkov bakterij B. firmus. Rastline v lončnem poskusu 
so pokazale značilno spektralno krivuljo zelenih rastlin z dobro definirano reflektanco 
pri 550 nm (zeleni pas) in absorbanco pri 650-700 nm (rdeča) ter 400-500 nm (modra) 
klorofila. Za spektralno območje rdečega roba (690-750 nm) je bilo značilno nenadno 
povečanje reflektance, kar je značilno za fiziološko normalne rastline. Značilna je bila 
tudi reflektanca v regijah NIR (približno 750-1300 nm) in SWIR (1300-2500 nm) s 
šibkejšimi pasovi absorpcije vode pri 980 in 1150 nm ter natančno opredeljenimi pasovi 
absorpcije vode pri 1450 in 1950 nm (Croft in Chen, 2018). Razlike v spektralnih 
podpisih različnih obravnavanj so bile majhne in najbolj očitne pri rastlinah z visokim 
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inokulumom bakterij B. firmus. V nasprotju z opaženo morfologijo so odsevni spektri 
teh rastlin kazali stresne odzive. Višja reflektanca je bila v zelenem pasu, kar kaže na 
nižjo vsebnost klorofila. Glede na rastline z nizkim inokulumom bakterij B. firmus, se je 
reflektanca poravnala v delu rdečega roba spektra in v NIR do približno 980 nm, kjer je 
spet odstopala od reflektanc rastlin iz drugih obravnavanj v regiji SWIR. Višja 
povprečna reflektanca pri 550–680 nm lahko nakazuje različne oblike stresa rastlin, kot 
so toksični učinki težkih kovin (Liu in sod., 2011) ali bakterijske okužbe listnega tkiva z 
degradacijo klorofila (Zhao in sod., 2016). Tega učinka nismo opazili pri rastlinah z 
nizkim inokulumom bakterij B. firmus, zato bi lahko spektralni podpisi nakazovali 
možne fitotoksične učinke zaradi visoke namnožitve bakterij v rizosferi (Terefe in sod., 
2009). Ob normalnem delovanju lahko PGPR sprožijo od jasmonske kisline (JA) 
odvisno signalno pot, kot so pokazali z bakterijami Serratia marcescens Bizio in 
Bacillus pumilus Meyer in Gottheil, kar je vodilo do sistemske odpornosti na stres pri 
navadnem repnjakovcu Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. proti virusom (Ryu in sod., 
2004). Pokazali so tudi, da JA poveča odpornost rastlin na širok spekter rastlinojedov, 
vključno z RKN (Fan in sod., 2015), ter da poveča vsebnost pigmentov v listih tobaka 
Nicotiana tabacum L. (Kaya in Doganlar, 2016). Povečana reflektanca pri 550–680 nm 
pa lahko le navidezno pomeni nižjo vsebnost klorofila zaradi strukturnih sprememb v 
mezofilu listov, kar kažejo spektralni podpisi v NIR (700-1300 nm). Gitelson in sod. 
(2003) so pokazali, da povečanje debeline in / ali gostote listov vodi do povečanja 
reflektance v NIR in do zmanjšanja koncentracije klorofila na enoto volumna listnega 
tkiva (kar povzroči povečanje odbojnosti v zelenem spektralnem pasu), debelina listne 
ploskve pa ne vpliva na meritve relativne vsebnosti klorofila (Wang in sod., 2005). Pri 
rastlinah z bakterijami B. firmus smo zabeležili večjo reflektanco tudi v delih spektra 
NIR in SWIR, kar so predhodno opisali pri rastlinah v slanih tleh (Zhang in sod., 2012) 
ali pri rastlinah izpostavljenih vodnemu stresu (Susič in sod., 2018; Elvanidi in sod., 
2018; Yue in sod., 2019). To opažanje je ponovno nasprotovalo meritvam morfologije 
rastlin, saj so rastline z bakterijami B. firmus imele večjo celokupno listno površino, 
večjo suho maso in večjo težo korenin, kar ne kaže na dolgotrajen vodni stres. 
Spektralne podatke bi lahko razložili s kratkimi periodičnimi pogoji pomanjkanja vode 
zaradi hitre rasti rastlin in omejenega volumna substrata proti koncu lončnega poskusa, 
še posebej, ker zgoraj opisanih neskladij nismo izmerili pri rastlinah v poskusu na 
mikro-parcelah. Poleg spektralnih podpisov povezanih z vsebnostjo vode v listih, so za 
razlikovanje med rastlinami iz obravnavanj iz obeh poskusov, bili pomembni deli 
spektra, povezani z vsebnostjo suhe snovi (1,7, 2,1 in 2,3 μm) v SWIR (Kokaly, 2001). 
Za razlikovanje med tretiranimi ter netretiranimi rastlinami v lončnem poskusu so bile 
pomembne valovne dolžine v razponu 740-759 nm, povezane z reflektanco biomase, 
1437–1448 nm, povezane z absorpcijo vode (Thenkabail in sod., 2013), ter 1145 nm in 
2054-2065 nm, povezane z vezmi N–H v beljakovinah (Kokaly in Skidmore, 2015). Za 
diskriminacijo med rastlinami z B. firmus in ne-inokuliranimi rastlinami, so bile 
pomembne valovne dolžine v območju med 2005 in 2033 nm, povezanimi z vodo v 
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listih, ligninom ali celulozo, 2157 nm, povezanimi s C–N in N–H vezmi v beljakovinah 
ter v razponu 2325-2417 nm, povezanih s celulozo, škrobom, amilozo in beljakovinami. 
Razen spektralnih območij, ki so povezani z biomaso (759-770 nm) in absorpcijo vode 
(2005-2016 nm), so bili spektralni podpisi vezi C–N in N–H (2152-2157 nm) 
pomembni tudi za ločitev velikosti inokuluma B. firmus. Dušik, ki ga verjetno vsebujejo 
molekularne strukture beljakovin, energijsko bogate molekule in strukturne molekule, 
so bili tako pomembni dejavniki pri diskriminaciji med rastlinami z B. firmus in 
neinokuliranimi rastlinami. V poskusu na mikro-parcelah so bili za ločevanje rastlin z 
B. firmus pomembni spektralni razponi povezani s klorofilom in vsebnostjo pigmentov 
(482-773 nm), kar je bilo podprto z meritvami relativnih vsebnosti klorofila ter 
spektralni podpisi povezani z beljakovinami (2162-2173 nm). Na razmerje med 
relativno vsebnostjo klorofila in vsebnostjo dušika v listih vplivajo okoljski dejavniki in 
značilnosti listov različnih vrst poljščin (Xiong in sod., 2015). Spektralni podpisi, 
povezani s proteini C–N in N–H, so bili enako razvidni pri rastlinah brez varstva pred 
ogorčicami (1085-1090, 1177, 2152 nm), kar je ustrezalo meritvam vsebnosti hranil, saj 
se v poskusu na mikro-parcelah rastline v obravnavanju brez varstva niso bistveno 
razlikovale glede na skupno vsebnost dušika v listih od rastlin z bakterijami B. firmus. 
Uporaba hiperspektralnega slikanja je omogočila razlikovanje med rastlinami z 
bakterijami B. firmus in rastlinami brez varstva pred RKN z zanesljivostjo klasifikacije 
96,3 % (poskus z mikro-parcelami) in 97,4 % (lončni poskus). S študijo smo pokazali 
možnost uporabe hiperspektralnega daljinskega zaznavanja in analize slik za določitev 
uspešnosti učinkovanja biotičnih agensov v rizosferi z nematicidnih in PGP učinki na 
rastline. Uspešna aplikacija biotičnega agensa pomeni uspešno rast dodanih bakterij v 
rizosferi, s pomočjo katerih proizvajajo metabolite z nematicidnim in PGP 
učinkovanjem. 
 
3.2 SKLEPI 
 
Ugotovili smo, da se populacije, opisane kot vrsti M. ethiopica in M. luci, razlikujejo na 
genomskem nivoju, kar smo pokazali s PCA analizo profilov specifičnih SNV ter 
filogenetsko analizo na podlagi skupnih BUSCO genov. Opisani vrsti sta izredno 
podobni na morfološkem nivoju in v profilu izoencimov, imata enak nabor gostiteljskih 
rastlin, prav tako pa s preizkušenimi molekularnimi označevalci ni moč nedvoumno 
ločiti vseh populacij in je zato potrebna sočasna analiza morfoloških značilnosti, 
izoencimskih profilov ter molekularnih označevalcev na podlagi zaporedij mtDNA. S 
primerjalno genomiko izbranih vrst in populacij iz skupine M. ethiopica (MEG) smo 
taksonomsko uvrstili te populacije in vrste v rod Meloidogyne. Vrste in populacije iz 
skupine MEG tvorijo nov klad, ločen, vendar soroden vrstam iz skupine M. incognita 
(MIG). S pomočjo filogenomske analize vrst in populacij iz rodu Meloidogyne smo tako 
zavrnili hipotezo 1. Dalje smo ugotovili, da se virulentna populacija ogorčic M. luci 
razlikuje od nevirulentnih populacij iz skupine MEG na genomskem nivoju, glede na 
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nabor specifičnih SNV. Na podlagi teh podatkov smo sprejeli hipotezo 2. Kljub temu iz 
pridobljenih podatkov ni bilo mogoče sklepati o vplivu teh specifičnih SNV na 
mehanizem virulence populacije. 
 
Z uporabo hiperspektralnega slikanja smo lahko določili napad rastlin z RKN in ga 
ločili od abiotskega sušnega stresa že v zgodnjih fazah napada ogorčic. Na podlagi 
rezultatov smo sprejeli hipotezo 3. Napad RKN (biotični stres) smo zanesljivo 
razlikovali od pomanjkanja vode (abiotski stres), ki povzroča podobna znamenja na 
nadzemnih delih rastlin. Podatke iz hiperspektralnih posnetkov smo analizirali z 
metodami PLS-DA in PLS-SVM, s katerimi smo uspešno klasificirali rastline 
paradižnika v različnih obravnavanjih. Kratkovalovna infrardeča spektralna območja, 
povezana z molekulskimi vezmi O–H in C–H, so bila najpomembnejša za določanje 
napada ogorčic pri rastlinah ter velikost začetnega inokuluma ogorčic. Te valovne 
dolžine so povezane z vsebnostjo pigmentov, kemijsko sestavo in strukturo listnega 
tkiva. Spodbudni rezultati uporabe hiperspektralnega slikanja iz lončnega poskusa bodo 
uporabni za nadaljnji razvoj aplikacij daljinskega zaznavanja za odkrivanje napadov 
RKN na terenu, kar bi omogočilo hitrejši odziv in bolj usmerjeno zatiranje škodljivcev 
(npr. tarčno aplikacijo kemičnih učinkovin in / ali biotičnih agensov). Nadaljnja 
potencialna uporaba te tehnologije bi lahko bila v programih žlahtnjenja rastlin ter za 
ocenjevanje odpornosti novih križancev na RKN. 
 
S sekvenciranjem celotnih genomov, primerjalno genomiko in bioinformacijsko analizo 
je bilo mogoče določiti razlike med genomoma sevov B. firmus I-1582 in Bacillus sp. 
ZZV12-4809 in oceniti genetsko zmožnost za virulenco do RKN oz. nematicidno 
delovanje. Na podlagi rezultatov bioinformacijske analize smo sprejeli hipotezo 4. 
Ugotovili smo, da identifikacija bakterij B. firmus na podlagi 16S rDNA ni zanesljiva, 
kar smo pokazali z ANI analizo celotnih sestavljenih genomov sevov B. firmus, ki so na 
voljo v zbirki GenBank. V obeh genomih smo našli različne homologe znanim 
nematotoksičnim proteazam iz različnih organizmov. V genomu I-1582 smo našli 18 
različnih homolognih sekvenc in v genomu seva ZZV12-4809 smo našli 19 različnih 
homolognih sekvenc genov potencialnih nematicidnih proteaz. Dalje smo v genomu 
ZZV12-4809 našli sekvenci dveh domnevnih nematicidnih hitinaz, ki so vsebovale 
aktivno domeno GH18. V genomih bakterij I-1582 in ZZV12-4809 smo našli tudi 28 in 
36 gruč genov za biosintezo sekundarnih metabolitov, ki bi lahko kodirali vrsto spojin, 
kot so siderofori, toksini, bakteriocini, lantipeptidi in antibiotiki. Aktivnost in 
nematotoksični potencial teh domnevnih sekundarnih metabolitov še nista bili 
eksperimentalno ovrednoteni, vendar pridobljeni podatki nakazujejo na vrsto možnih 
posrednih in neposrednih mehanizmov v bakterijah B. firmus in sorodnih vrstah, ki bi 
lahko prispevali k nematicidnemu delovanju teh bakterij.  
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Končno smo z lončnimi poskusi in poskusi na mikroparcelah pokazali primerljivo in 
konsistentno nematicidno aktivnost bakterije B. firmus I-1582, pa tudi koristnost 
hiperspektralnega slikanja za oceno učinkov inokulacije seva I-1582 v rizosfero rastlin 
paradižnika ob sočasnem napadu ogorčic M. luci. Zabeležili smo nematicidno delovanje 
ter pospeševanje rasti rastlin s strani bakterij I-1582, kar je bilo razvidno v zaviranju 
razmnoževanja ogorčic in blagodejnemu vplivu na morfologijo rastlin in do določene 
mere na vsebnost hranil v listih. Specifičnega mehanizma za PGP nismo določili, 
vendar pa smo z uporabo bioinformacijskih orodij pokazali, da ima sev I-1582 genetsko 
sposobnost za različne možne mehanizme vnosa hranil. Z analizo hiperspektralnih 
posnetkov smo ugotovili, da so v lončnem poskusu bili za razločevanje med rastlinami 
brez bakterij B. firmus ter inokuliranimi rastlinami, pomembni spektralni podpisi 
povezani z dušikovimi vezmi v proteinih, energetsko bogatimi metaboliti in 
strukturnimi molekulami. V poskusu na mikro-parcelah so za tako razločevanje bili 
pomembni spektralni podpisi povezani s klorofilom ter vsebnostjo pigmentov in 
beljakovin. Uporaba hiperspektralnega slikanja je omogočila hitro oceno sočasnih 
učinkov nematicidne aktivnosti ter PGP učinkov bakterij B. firmus, vendar pa bo v 
prihodnje potrebnih več študij interakcij med rastlinami, bakterijami in ogorčicami, da 
bi dobro razumeli biokemijsko osnovo opaženih večstranskih učinkov bakterij B. 
firmus. 
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4 POVZETEK (SUMMARY) 
 
4.1 POVZETEK 
 
Populacije opisane kot vrste M. ethiopica, M. inornata in M. luci, katerim smo določili 
zaporedja genomov, se med seboj razlikujejo na genomskem nivoju. Z analizo profilov 
specifičnih SNV z metodo PCA ter filogenetsko analizo na podlagi skupnih BUSCO 
genov je bilo mogoče populacije iz skupine M. ethiopica (MEG) umestiti v rod 
Meloidogyne. Vsi izolati iz skupine MEG so bili razvrščeni v enoten monofiletski klad, 
vrsti M. ethiopica in M. inornata pa sta bili ločeni od predstavnikov ogorčic M. luci. 
Rezultati predstavljajo korak naprej v študijah filogenomike ter identifikaciji vrst 
ogorčic iz skupine MEG, saj so si te vrste izredno sorodne in je delo s tradicionalnimi 
metodami težavno. Vrste iz skupine MEG so si podobne na morfološkem nivoju, v 
profilu izoencimov, imajo enak nabor gostiteljskih rastlin itd. Za identifikacijo je zato 
potrebna sočasna analiza morfoloških značilnosti, izoencimskih profilov ter 
molekularnih označevalcev na podlagi zaporedij mtDNA.  
 
S preizkušanjem hiperspektralnega slikanja v sklopu doktorske naloge smo pokazali, da 
je mogoče zaznati napad rastlin z RKN (Meloidogyne spp.). Napad RKN (biotični stres) 
smo zanesljivo razlikovali od pomanjkanja vode (abiotični stres), ki sicer povzroča 
podobna znamenja na nadzemnih delih rastlin. Podatke iz hiperspektralnih posnetkov 
smo analizirali z uporabo metod PLS-DA in PLS-SVM, s katerimi je bilo mogoče 
pravilno klasificirati rastline paradižnika v različnih obravnavanjih. Kratkovalovna 
infrardeča spektralna območja, povezana z O–H in C–H molekulskimi vezmi, so bila 
najpomembnejša za določanje rastlin z RKN ter intenzivnost napada. Dotične valovne 
dolžine so navadno povezane s pigmenti, kemijsko sestavo in strukturo listov. Rezultati 
hiperspektralnega slikanja iz lončnega poskusa bodo uporabni za nadaljnji razvoj 
aplikacij daljinskega zaznavanja za odkrivanje napadov RKN na terenu in bolj 
usmerjeno zatiranje škodljivcev (npr. tarčno aplikacijo kemičnih sredstev oziroma 
biotičnih agensov). Možnosti uporabe te tehnologije so še v programih žlahtnjenja 
rastlin ter za ocenjevanje odpornosti novih križancev rastlin na RKN. Podnebne 
spremembe in višje povprečne letne temperature vodijo do močnejših suš in olajšajo 
razvoj in širjenje talnih škodljivcev, kot so tropske RKN iz rodu Meloidogyne. Uporaba 
daljinskega zaznavanja v kmetijstvu je en od možnih pristopov za reševanje teh izzivov 
v sodobni rastlinski pridelavi. Nekatere vrste RKN so nevarni invazivni škodljivci, ki 
imajo v ugodnih okoljskih pogojih več generacij na rastno sezono. Populacijska 
dinamika in razmnoževalni cikel RKN sta v glavnem odvisna od temperature. Trenutno 
RKN predstavljajo težavo predvsem v rastlinjakih, kjer so temperature preko leta višje 
in stabilnejše kot na poljih. Hkrati opazovanja na terenu in populacijski modeli v 
povezavi s scenariji podnebnih sprememb kažejo, da bodo RKN v prihodnje na prostem 
lahko zaključile več kot dva razvojna cikla na sezono. Vnos RKN na ne-infestirano 
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polje ali območje lahko poteka na različne načine (npr. z okuženim rastlinskim 
materialom, z neočiščeno kmetijsko mehanizacijo itd.), običajno pa je vnos spočetka 
točkoven na eno ali več mest na polju. Na teh začetnih točkah se začetna populacija 
RKN sčasoma poveča in začetne točke se postopoma razširijo v večja infestirana 
območja, ki se lahko s človeško dejavnostjo (npr. s kmetijsko mehanizacijo) nadalje 
razširijo. Do infestacije celotnega polja ali območja torej pride šele nekaj let po 
začetnem vnosu RKN. Obvladovanje širjenja novih škodljivcev na posamezno območje 
je lažje v začetnih fazah vnosa. S poskusi v sklopu doktorske naloge smo pokazali, da je 
z uporabo hiperspektralnega slikanja mogoče zaznati tudi zgodnje faze napada RKN na 
rastlinah. Ob uporabi na polju bi s hiperspektralnim slikanjem potencialno lahko 
določili točkovna mesta prisotnosti RKN, kar bi omogočilo tarčno posredovanje. 
Trenutne metode odkrivanja RKN so invazivne, saj je treba vsako rastlino izruvati in 
vizualno preveriti prisotnost koreninskih šišk. Poleg tega imajo trenutne metode 
odkrivanja RKN največjo pomankljivost v samem izboru izruvanih in vizualno 
pregledanih rastlin, ker so znamenja napada RKN na nadzemnen delu rastline 
neznačilna in se lahko napadene rastline prezre. Tak pristop je tudi dolgotrajen in manj 
uporaben na večjih površinah, ko je potrebno določiti obseg prisotnosti RKN. 
Lokalizacijo in oceno razširjenosti RKN na terenu bi bilo mogoče učinkoviteje in hitreje 
določiti z uporabo daljinskega zaznavanja s hiperspektralnim slikanjem. Ne-invazivnost 
metode zgodnjega odkrivanja RKN bi zato imela neposredno uporabo v kmetijstvu. 
 
S sekvenciranjem celotnih genomov, primerjalno genomiko in bioinformacijsko analizo 
je bilo mogoče določiti razlike med genomoma sevov B. firmus I-1582 in Bacillus sp. 
ZZV12-4809 in oceniti genetsko zmožnost za njuno nematicidno delovanje. Z ANI 
analizo celotnih sestavljenih genomov smo izpostavili do tedaj neopisano variabilnost 
sevov znotraj vrste B. firmus, saj so bile razlike v ANI nekaterih akcesij dovolj velike, 
da je bilo mogoče sklepati na napačno klasifikacijo vrst nekaterih sevov B. firmus v 
zbirki GenBank. V obeh bakterijskih genomih smo našli homologe različnim znanim 
nematotoksičnim proteazam iz različnih organizmov, natančneje 18 različnih 
homolognih sekvenc smo našli v genomu I-1582 in 19 različnih homolognih sekvenc v 
genomu seva ZZV12-4809. Poleg tega smo v ZZV12-4809 našli sekvenci dveh 
domnevnih nematicidnih hitinaz. V genomih bakterij B. firmus I-1582 in Bacillus sp. 
ZZV12-4809 smo dalje našli 28 in 36 gruč genov sekundarnih metabolitov, ki bi lahko 
kodirali vrsto spojin, kot so siderofori, toksini, bakteriocini, lantipeptidi in antibiotiki. 
Ti podatki bi se tako lahko uporabili za prihodnje študije mehanizmov virulence, 
izražanja genov ter za študije proteomike in metabolomike bakterij B. firmus, ki se 
pogosto uporabljajo za biotično varstvo v pridelavi rastlin. 
 
Z lončnimi poskusi in poskusi na mikro-parcelah smo pokazali na primerljivo 
nematicidno aktivnost bakterij B. firmus I-1582 in hkrati zmožnost hiperspektralnega 
slikanja za oceno učinkov inokulacije seva I-1582 v rizosfero rastlin paradižnika ob 
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sočasnem napadu ogorčic vrste M. luci. Zabeležili smo nematicidno delovanje ter 
pospeševanje rasti rastlin s strani bakterij I-1582. Specifičnega mehanizma za PGP 
nismo določili, vendar pa smo z uporabo bioinformacijskih orodij pokazali, da ima sev 
I-1582 genetsko sposobnost za različne možne mehanizme privzema hranil iz zemlje. 
Poleg tega bi lahko bakterije I-1582 izzvale rastlinam lastne mehanizme, kot je 
sistemsko pridobljena odpornost, ki bi vodile v učinke pospeševanja rasti rastlin. Z 
analizo hiperspektralnih posnetkov so v lončnem poskusu za razločevanje med 
rastlinami brez bakterij B. firmus ter inokuliranimi rastlinami bili pomembni spektralni 
podpisi povezani z dušikovimi vezmi v proteinih, energetsko bogatimi metaboliti in 
strukturnimi molekulami. V poskusu na mikro-parcelah, so bili za tako razločevanje 
pomembni spektralni podpisi povezani s klorofilom ter vsebnostjo pigmentov in 
beljakovin. Hiperspektralno slikanje bi lahko v prihodnje bilo pomembno orodje za 
spremljanje uspeha varstva rastlin z mikrobiotičnimi agensi, še posebej zaradi pogosto 
dokumentirane spremenljive učinkovitosti delovanja le-teh. Uporaba hiperspektralnega 
slikanja je omogočila hitro oceno sočasnih učinkov nematicidne aktivnosti ter PGP 
učinkov bakterij B. firmus, vendar pa bo v prihodnje potrebnih več študij interakcij med 
rastlinami, bakterijami in ogorčicami, da bi dobro razumeli biokemijsko osnovo 
opaženih večstranskih učinkov bakterij B. firmus. Kljub temu predstavlja 
hiperspektralno daljinsko zaznavanje pomemben gradnik koncepta trajnostnega 
preciznega kmetovanja, saj omogoča pridobivanje natančnih prostorskih informacij o 
stanju preiskovanega subjekta pred pojavom očem vidnih znamenj biotskega ali 
abiotskega stresa rastlin. Na ta način omogoča pravočasno in natančno varstvo rastlin 
ter zmanjšanje škode in s tem povezanih stroškov. Metode daljinskega zaznavanja dalje 
omogočajo spremljanje preživetja in delovanja biotičnih agensov. Visoka kompleksnost 
rizosfernih okolij je pogost razlog za spremenljivo delovanje mikrobiotičnih agensov, 
zato imajo omenjene metode za hitro in zanesljivo spremljanje večjo prednost in 
uporabnost. 
 
4.2 SUMMARY 
 
The populations described as species M. ethiopica, M. inornata, and M. luci, for which 
we determined the genome sequences, differ from each other at the genomic level. 
Specific SNV profile analysis by the PCA analysis as well as phylogenetic analysis 
based on shared BUSCO genes enabled the placement of populations from the group M. 
ethiopica (MEG) in the correct position within the genus Meloidogyne. All isolates from 
the MEG group were classified into a single monophyletic clade, with the species M. 
ethiopica and M. inornata being separated from M. luci. The results represent a step 
forward in phylogenomic study and the identification of nematode species from the 
MEG group, as these species are highly related and difficult to distinguish using 
traditional methods. The species from the MEG group are similar at the morphological 
level, isoenzyme profiles, host plant range, etc. Therefore, simultaneous analysis of 
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morphological characteristics, isoenzyme profiles and molecular markers based on 
mtDNA sequences is required for identification. 
 
Using hyperspectral imaging, we showed that RKN infestation in plants (Meloidogyne 
spp.) can be detected. RKN infestation (biotic stress) was reliably distinguished from 
water deficiency (abiotic stress), which otherwise causes similar symptoms on 
aboveground plant canopy. Hyperspectral image data were analysed using the PLS-DA 
and PLS-SVM methods, which made it possible to correctly classify tomato plants in 
different treatments. Shortwave infrared spectral regions associated with O–H and C–H 
molecular bonds were most important for the determination of plants infested with RKN 
and the intensity of infestation. Those wavelengths are usually related to pigments, 
chemical composition and leaf structure. The results of hyperspectral imaging from the 
pot experiment will be useful for the further development of remote sensing 
applications for the detection of RKN infestations in the field and targeted pest control 
(e.g. target application of chemical agents or biological control agents). This technology 
can possibly be used in plant breeding programs and for assessing the resistance of new 
plant cultivars / hybrids to RKN. Climate change and higher average annual 
temperatures lead to more severe droughts and facilitate the development and spread of 
soil pests such as tropical RKN of the genus Meloidogyne. The use of remote sensing in 
agriculture is one of the possible approaches to solve these challenges in modern crop 
production. Some species of RKN are emerging pathogens that produce several 
generations per season under favorable environmental conditions. Population dynamics 
and the reproductive cycle of RKN are mainly temperature dependent. Currently, RKNs 
pose a problem mainly in greenhouses, where temperatures are higher and more stable 
throughout the year than in the fields. At the same time, field observations and 
population models in conjunction with climate change scenarios suggest that RKNs will 
be able to complete more than two developmental cycles per season in the ouside 
environment in the future. The introduction of RKN into a non-infested field or area can 
take place in various ways (e.g. with infected plant material, contaminated agricultural 
machinery, etc.), but usually the primary introduction is confined at one or more points 
in the field. At these starting points, the initial RKN population increases over time and 
gradually spreads to larger infested areas and can be further expanded by human activity 
(e.g., agricultural machinery). Infestation of the whole field or area therefore occurs 
many years after the initial introduction of RKN. Controlling the spread of new pests to 
a new area is easier in the initial stages of introduction. Through pot experiments, we 
showed that using hyperspectral imaging early stages of RKN infestation can be 
detected in plants. When used in the field, hyperspectral imaging could potentially 
determine the point locations with RKN presence, which would allow targeted 
management. Current methods for detecting RKN infestations are invasive, as each 
plant needs to be uprooted and visually checked for the presence of root galls. 
Additionally, one significant shortcoming of the currently employed methods is the 
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possibility of not detecting RKN infestation, as plants might not be selected for visual 
inspection, due to the uncharacteristic signs of RKN infestation on the aboveground 
plant canopy. Such approach is time consuming and less useful on larger areas when it 
is necessary to determine the extent of RKN presence. The localization and assessment 
of the prevalence of RKN in the field could be determined more efficiently and more 
quickly using remote sensing with hyperspectral imaging. The non-invasiveness of the 
early detection method of RKN would therefore have direct application in agriculture. 
 
Using the whole genome sequencing, comparative genomics, and bioinformatics 
analysis, it was possible to determine the differences between the genomes of B. firmus 
I-1582 and Bacillus sp. ZZV12-4809 strains and to assess their genetic capacity for 
virulence against RKN. ANI analysis of genome assemblies highlighted hitherto 
undescribed variability of strains within B. firmus species, as the differences in ANI of 
some accessions were large enough to suggest an incorrect classification of species of 
some B. firmus strains in GenBank. In both studied bacterial genomes we found 
homologues to various known nematotoxic proteases from different organisms, 
specifically 18 different homologous sequences were found in I-1582 and 19 different 
homologous sequences in ZZV12-4809. In addition, sequences of two putative 
nematicide chitinases were found in ZZV12-4809. In the B. firmus I-1582 and Bacillus 
sp. ZZV12-4809 genomes we furthermore found 28 and 36 putative secondary 
metabolite gene clusters that could encode multiple compounds such as siderophores, 
toxins, bacteriocins, lanthipeptides, and antibiotics. This information could thus be used 
for future studies of the mechanisms of virulence, gene expression, and for the 
proteomics and metabolomics studies of B. firmus bacteria, which are often used for a 
biological control in plant production. 
 
B. firmus I-1582 showed comparable nematicidal activity in the pot- and microplot 
experiments, and we demonstrated the utility of hyperspectral imaging to assess the 
effects of I-1582 inoculation into the tomato plants rhizosphere with concurrent M. luci 
infestation. We observed nematicidal and plant-growth promoting effects of I-1582. A 
specific mechanism for PGP has not been determined, but bioinformatics analysis 
showed that strain I-1582 has the genetic capacity for a variety of possible nutrient 
uptake mechanisms. Alternatively, I-1582 bacteria could challenge plants’ own 
mechanisms, such as systemically induced resistance, that would lead to growth-
promoting effects. Using hyperspectral imaging and analysis we showed that in the pot 
experiment, spectral signatures associated with nitrogen bonds in proteins, energy-dense 
metabolites, and structural molecules were important for distinguishing between B. 
firmus-inoculated and non-inoculated plants. In the microplot experiment, spectral 
signatures associated with chlorophyll and pigment and protein content were important 
for such differentiation. Hyperspectral imaging could in future be an important tool for 
monitoring the success of microbiological agents-mediated plant protection, especially 
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given the often documented variable performance of those. The use of hyperspectral 
imaging allowed rapid assessment of the concurrent effects of nematicidal activity and 
PGP effects of B. firmus, but further studies of interactions between plants, bacteria and 
nematodes will be needed to better understand the biochemical basis of the observed 
multimodal effects of B. firmus. Nevertheless, hyperspectral remote sensing is an 
important part of the concept of sustainable precision agriculture, as it allows obtaining 
accurate spatial information about the condition of the investigated object prior to the 
appearance of visible signs of biotic or abiotic stress of plants. In this way, it enables 
timely and accurate plant protection and the reduction in damages and related costs. 
Utilising remote sensing further would enable monitoring the survival and function of 
biological control agents. Such monitoring could be useful due to the complexity of 
rhizosphere environments, so methods for rapid and reliable monitoring are highly 
desirable. 
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PRILOGE 
 
Priloga A 
 
Postopek izolacije genomske DNA iz jajčec ogorčic koreninskih šišk (RKN) 
 
Protokol zasnovan po osebni komunikaciji z dr. Valerie M. Williamson; Department of 
Entomology and Nematology, University of California, Davis, USA. 
 
1. Zamrznjen pelet jajčec RKN smo strli v terilnici, ki smo jo predhodno ohladili s 
tekočim dušikom. 
2. Dodali smo 1 ml pufra NHB (0,01 M EDTA (pH 8); 0,1 M Tris-HCl (pH 8); 0,1 
M NaCl; 1 % (w/v) Na-dodecilsulfat) z dodanim encimom proteinazo K (3,2 
mAU/ml; Qiagen) ter 0,25 % (v/v) β-merkaptoetanolom (Sigma-Aldrich). Vzorce 
smo inkubirali pri 37°C za 2 h. 
3. Vzorcem smo dodali enak volumen fenol:kloroform:izoamil alkohola (25:24:1 
v/v/v), ki smo ga predhodno nasičili s Tris-EDTA (TE) pufrom (pH 8; Sigma-
Aldrich). Po mešanju z obračanjem, smo vzorce centrifugirali pri 12000 rpm. 
4. Zgornjo, vodno fazo smo prenesli v novo mikrocentrifugirko, dodali enak 
volumen kloroforma (Sigma-Aldrich) ter centrifugirali. 
5. Zgornjo, vodno fazo smo prenesli v novo mikrocentrifugirko, dodali 1/10 
volumna 3 M Na-acetata (pH 5,2; Sigma-Aldrich) ter 2,5 volumna ohlajenega 
95 % (v/v) etanola. Vzorce smo inkubirali pri -20°C za 1 h ter centrifugirali. 
6. Odpipetirali smo etanol in pelet DNA sprali s 70 % (v/v) etanolom. Po ponovnem 
centrifugiranju, smo odpipetirali odvečen etanol, DNA osušili na zraku ter 
raztopili v pufru TE (10 mM Tris-Cl (pH 7,5); 1 mM EDTA). 
7. Vzorcem smo dodali 20 µg encima ribonukleaze A (Promega), inkubirali pri 37°C 
za 1 h ter ponovili korake 3 – 6. 
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Priloga B 
 
Dovoljenje revije za ponovno objavo – 1. znanstveni članek  
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Priloga C 
 
Dovoljenje revije za ponovno objavo – 2. znanstveni članek  
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Priloga D 
 
Dovoljenje revije za ponovno objavo – 3., 5., 7., 8., 9. in 10. znanstveni članek  
 
  
Susič N. Uporaba naprednih tehnologij za … obvladovanje ogorčic …  (… Nematoda: Meloidogynidae). 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
 
 
Priloga E 
 
Dovoljenje revije za ponovno objavo – 4. znanstveni članek  
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Priloga F 
 
Dovoljenje revije za ponovno objavo – 6. znanstveni članek 
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Priloga G 
 
Izjava avtorja 
 
